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i}ber Micrococcus Ejkmanii n. spec., ein Bakterinm, 
welches fiir sein Wachstum vitaminartige Stoffe braucht. 

Von 

L. E. (i(‘n flooren de Jong. 

Mit 4 Textalihilciungen. 

(Khujeffatigen tnn 6 ‘. Avguf<t 19-i-i.) 

Sclion 1897 st(‘llte (rrnssbvrgcr (\) test, dab die JfifhtntzdhaL'tcrini sieli 
auf Hlutagar am l)(‘.st<‘ii in der Xahe von Staph glok'okk'vn-Ko\onnm (*nt- 
^^l(•keln. Paris {2) nnd andere Forseher beobachteten, dab aueh viele 
andiMc Hakteri(*nai*t(*n das Waclistum von P. influenzae befbrdern. XiMieste 
rnterNuchuni;(*n von liokalo, Widischtsehew, Sahanin^ Jegorotr nnd 
drik'uratr (S) zeigten, dab aueb das Wachstum von li. pest is durch 
die An\\(*s(‘nlieit sajiropliytisclier Bakterii'ii gofdrdert wird. Da die 
olien liescliriebciK* Kinpfindhclikeit von Bakterien dein KinfJub anderer 
Mikroorganisin(‘n gi'geniiber aus.sclilieblich anf pathogene lieselminkt 
‘'(•liii'n, diirft(‘ es niitzlich s<*in, ein saproplixtisclies Bakterinm zu 
l»esclired»en, \v(‘lcIieN diese Kigen.schaften in nocli starkerern ^labe be- 
^itzt a I?' II. influenzae nnd 11. pistis. 



Abb. 1. 

Mtcroc, tlykmami (900 m»\) (Sfamni 1244) (Iraiii-rrliparat. 
Au*biv hir Mikri)hi(t]op:je. Bd. 
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L. E. tien i)ooren cle Jong: 


Beim Ausstrich von ein wenig BakttTienmaterial auw einer zu- 
fallig infizierten KnltnrfliisHigkeit anf 1% Peptonagar^ erschien nach 
einigen Tagen eine groJie Anzahl aiiBerst kleiner Kolonien einer Qraw- 
positiven Cocmia-Art (s. Abb. 1), auBerdem einzcdne Actinowyces- 
Kolonien. Als ich dieselb(‘ Platte nach etwa 2 Wochen noch einmal 
beobachteU*, zeigte es sich, daB die Coccus-lLoloniim, die sich bis zu 



1 bis 2 cm von den Artinofn yces-Kolonivn (‘ntfernt befand(*n, sieJi zu 
Kolonien mit einem Durchmesser von 2 bis 3 mm (s. Abb. 2) entwiekelt 
batten. Die sich auBerhalb dieH(*a Umkreises befind(*nden Koloni(‘ii 
blieben kaum sichtbar^. 

Um in diese Beobacbtung mehr Klarhtut zu bringen, niuBte zunaehst 
zugesc'hen werden, ob die Actino7nyceten sich durch die l)esond(*r(‘ 
Eigenschaft kennzeichneten, das Wachstum lKdit‘biger andtTer Bakterien 
zu beeinflussen, oder ob die Coccus- Art — die sich obligat aerob zeigte* 
und unter Nr. 1244 in meine Sammlung aufgenommen wurde* gerade 
(*ine besondere Empfindlichkeit bestimmten Stoffwechselprodukte'n 
anderer Bakterien gegeniiber zeigte. 

Dazu wurde eine 1 %ige Peptonagarplatte ganzlicli mit Stamm 1244 
bestrichen, wahrend 1 Stunde der Luftinfektion ausgesetzt und darauf 

‘ Auh H])ater zu ei*wahnendeii Griiiiden iniiB fiir (Jiese Kx|)enin()iite 
Pepton Poulenc piilveri.see (seche) oder sonst Peptou linlo ])einitzt werden. 
— ^ Ks erga}) sioh, dal3 die Bakterien dabei keine erbliclie Aiiderung 
erlitten batten; von neuem auf 1 Pef)tonagar aus^estrieben, wueJisen 
die beeiiifluBten Bakterien ebenso kiiminerlich wie voriior. 





t)ber MicTOCocoiis Kykinnnii n. s]kk‘. 
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2 Tage lang l)ei 30® (> bebriitet. Wio Abb. 3 zoigt, iibertraf das 
Ergt'bnis boi weitem die Erwartungeii. Mehr als 50 Kolonien ersehieiw^n, 
welch(‘ von Wachstnmsfeldern von Nr. 1244 umgeben wc l)t»r 

Durchmesser di(‘ser letzten war bisweilen mehr als 2 cm. ergab 
sich jedoch auch, daft ein nicht unl)edeutc‘nder Prozentsatz ’ Lnft- 
keime keinen Einfluli auf Stamm 1244 ausiibto. 



Abb. 3. 

Wirkunir der Luftiiifektion auf Stamm U44 (- imal). 


I bn einig(‘ Kolonien (*nt stand dagegen nur eine Zone, in der das 
Wacbstnin von 1244 statt gefordert zii sein, ganz gehemmt 'worden 
war, und die vniv Ikeite von mehreren Millimeteni l>esitzen konntt*. 
In anderen Fallen wurdc* um die Kolonien nur ein schmakT Ring von 
noeli nicht 1 inni gebildet, in dem kein Wachstum auftrat, auBerhalb 
dess(‘n ab(T das Wachstum auf dieselbe Weise wie bei den erstgenanntcm 
Kolonien gefordert wurde. Offenbar tritt bei dieser Wachstumshemmung 
das Phanomen auf, das von Sohmjcn (4) untcr dem Namen ,,Hetero- 
bakteriovorie“ bescbrieben worden ist. 

Da moglicherweise die Luftkeime, die sich nicht aktiv zeigttui, 
vitd spater zur Entwicklung gekommen sein konnten als die anderen, 
wurdeti von lauden Arten je zebu Kolonien in Reinkultur gebracbt^ 

^ Mikroskopische Beobaehtung zeigte, daB sowolil die Bakterieii der 
(Mueri (Tru]>|)e wie jeiie der anderen Urupjte zu den Covcaceen und den 
Jiacteriarevfi gehorten. Eiiier tier aktiven Stainme gehorte zu den .lf7/no- 
mffccten . 
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L. K. den Dooreii de Jong: 


Darauf wurde cine nicht zu geringe Mengo der 20 Reinkulturen anf 
Ausstriche dcH Stammes 1244 gebracht. Nach einor zweitagigen Be- 
briitung bei 30® C crgab sich in Ubereinstimmiing mit Obigem, daJ3 die 
zehn ersten Stamme sohr aktiv waren und groBe Aiixanogramnw* 
bildeten, und daB die ubrigen Stamme dieses Vermdgens ganz und gar 
entbehrten. 

Wenn synthetische Nahrboden wie etwa Lei tungswasser agar mit 
0,1% K 2 HPO 4 , dem z. B. 0,5% Asparagin zugefiigt worden war, 
nach Bestreichung mit Stamm 1244 der Luftinfektion ausgesetzt 
wurden, so trat ~ obgleich weniger stark als auf den Peptonnahr- 
boden — um mehrere Kolonien herum gleichfalls Wachstumsver- 
starkung auf. 

Da die Luftkeime im allgemeinen schwierig zu identifizic'nui waren, 
wurden 100 Bakterienarten aus meiner Sammlung, zu den vc'i schiedcni- 
sten aeroben und fakultativ anaeroben Bakteriengattungen 
Bacteriuni, Mycobacterium, Micrococcus, Sarcina, Pseudomonas, Aceto- 
bakter, Vibrio und Spirillum) gehorig, auf Ausstri(‘h(‘ von Stamm 1244 
gebracht. Es zeigte sich, daB, mit Ausnahme von Microc. albus und von 
Microc. roseus, alle untersuchten Stamme die Fahigkeit l)esaBen. 
Stamm 1244 zu beeinf lussen ^ Bei naherer Untersuchung c*rgaf) sich 
zu gleicher Zeit, daB aucli Hefeti und Schimmelpilzf hinsiclitlich d(*>» 
Stammes 1244 wachstumsstimulierende Eigenschaften })esaB('n. 

Weiterhin war zu untersuchen, ob in der Natur Bakterien voi- 
kommen, welche dieselbe Sensibilitat fiir die Stoffwechsel])ro(hikt(‘ 
anderer Mikroben zeigen wie Stamm 1244. Da derartigt' Bakterien 
auf Peptonagar nicht oder kummerlich wachst'n wurden, kamen dafiir 
in physiologischer Einsicht in Betracht dit* Bakterien der (rattling 
Streptococcus, Azofobakter und der Sporenbildner Bac. fastidiosus'^, 
weiter die kummerlich wachsendeii Stamme Profam. rubrum'^, der 
zuvor genannte inaktive Microc. albus und Microc. roseus, aiiBt'rdimi 
Staph, pyogenes albus, citreus und aureus sowii‘ scliwach wachsi‘nd(\ nicht 
aktive Luftkeime, welche oben erwahnt wurden. Zu diesem Zweck(‘ 
wurden diese Bakterien entweder auf Pe])tonagar ausg(\striclien und 
wahrend 1 Stunde df'r Luftinfektion ausgesetzt od(U‘ mit einzelnen 
Stammen, welche sich bei der vorhergcdienden I^ntiTsuchung sidir 
aktiv gczeigt hattcn, bestrichen. 

^ Es ist (labor auffalleiid, daB die Luftkeime aus einer relativ groBeu 
Anzahl inaktiver Bakterien bestehen. -- Ein von mir beselirie})ener 
(C'entralbl. f. Bakt. JI, 79, 344, 1920) aerober S])orenbildner, der die 
merkwiirdige Fahigkeit besitzt, aus.schiieBlieh Harnsaure und Allantoin zu 
dissimilieren, imd der, ebenso wie Streptococcus und Azotobactcr, niclit auf 
Peptonagar wachst. — ^ ^jehe L. E. den Doorcn de Jong, Pber prot- 
aininophage Bakt('ri(m, Centralblatt f. Bakt. 11, 71, 193, 1927. 
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Keinc der Kulturen zeigte nm die daraiif entstandenen oder ge- 
brachten Baktorienkolonien Wachstumsverstarkung, und da es bei 
Bpateren Versuebe^n nienials gelungen ist, ein Bakterium wie Stamm 1244 
aus der Luft oder aus dem Boden zu isoliereii, miil3 daraus geschlossen 
werden, daB deraitige Bakterien selten sind. AuBerdem zeigt sich 
hieraus, daB di(' Staph ylokokken, deren Wachstum iiach Hughe.s (5) 
diirch Fleiseliextrakt gefdrdert wird, fiir ein anderes Stimidans em- 
pfanglieh sein miissen wie Stamm 1244, da sie im (Icgensatz zu 
dem letztgenannten Stamm nicht dureh J^uftkeime stimidiert werden. 
Auch seine Beo})ac}itiing, daB Filtrate von (’oZ/-Kultiiren — die icii 
spat(‘r eingeheiuler behandeln werde - keinen EinfhiB aiif Staphylo- 
kokh n ausubeii, wold jedoch die alkoholischen Extraktc' dieser Bakterien, 
stimmt mit di(*ser Ansieht nberein. 

I"m einen Einbliek in die Natur des wachstiimsfdrdernden Prinzips 
zii erhalten, wurde ein Tropfen 4n H(d und ein Tropfen 4n NaOH 
auf eiiu* Pe})tonagar])latt(‘, die mit Stamm 1244 bestrichen wordim 
war, g(*gossen. Es zeigte sieh, daB die beiden V>rbindungen, soweit 
sie in einer geniig(‘nd(‘ii Konzentration in der PJatt(‘ diffundierten. 
aussehlieBlieli (*in(* waehstumsvernichtende, niemals eine wachstums- 
f6rd(*rjide Wirkung auf den betredfenden Stamm ausiibten. An zweit(‘i 
Stelle wurd(‘ auf (dnen Ausstrieh von Stamm 1244 ein Tropfen ein('r 
sterilisi(*rten B5‘\dgen (Mueose- und einer Pe])tonl6sung ' 

gt*goss('n. Aueh jetzt ergab sieh naeh einigen Tagtui. daB diese Stoffe 
k(‘in(‘ A't'rstarkung des Waehstums verursaeliten. 

Obigi* Versueli(‘ werden deutlieh gemacht haben, daB die Er- 
selieinung der Wacdistumsfiir derung eine tiehue IVsaehe haben muB, 
ais wir oben vorausgesetzt haben. Die Hypothesen, welche zunaehst 
fur iMiK* Erklarung in Betraeht kommtm, sind folgende: 

I. Stamm 1241 wachst, indem er eine spezifisclu' Verbindung. 
die von den aktivierenden Bakterien aus dem Pepton bzw. aus Ver- 
bindung(‘n wie z. B. Asparagin gebildet wird, als Nahrung verwertt^t. 

II. Stamm 1244 wachst, indem er Pepton bzw. die genannten 
Adu bindungen als JIahrung verwertet, aber nur wenn daneben Wachs- 
tumsstofb* (Auxiiu‘) oder vitaminartig(‘ Substanzen vorhanden sind, 
welclie die Fahigkeit bi*sitz(*n, in auBerst geringen Mengen obenge- 
nannte Verbindungen als Nahrung zu vervollstandigen. 

TaWy Jbiifung dies(*r beiden Eypothestui wurden verschiedene 
Bakterienarten, deren \’erhaiten hinsichtlich des Stamines 1244 bekannt 

^ Dasselbe lV])ton, das fiir die Bereitung der Flatten beniitzt wurde. 
IHis IVpton sowie die Glucose W’lirdeii sterilisiei*t, um zu verliiiideriu daB 
infizierende Bakterien ihren stimulierendeii EinfluB aiisiiben komiten. 



6 


L. K. den Dooren de Jong: 


war, oinige Zcit, z. B. 4 Tage, lang in 1 % Peptonwasser kultiviert. 
Mittek Filtration durch Nef^g-Filter wnrde die Kultnrflussigkeit von den 
Bakterien geschieden. Wenn nun diese Filtrate in abnehmenden Mengon 
(z. B. 5, 1, 0,2 und 0,1 com) sowohl z. B. zu 30 cem I %igem verfliissigten 
und auf 50® (/ abgekiihlten Peptonagar als auch zu 30 ccm ausge- 
waschenem 1 y^igen LeitungHwasseragar^ (weleher also keine Nahrstoffe 
enthalt) zugefiigt wurden und dieser Agar zu Platten ausgeg()ss(‘n und 
mit einer und derselben Aufschwemmung von Stamm 1244 bestrichen 
wurde, so wiirden dessen Kolonien im ersten FalUi (I) sich bei Hinzu- 
fiigung gleicher Mengen des betreffenden Filtrats auf beiden Platten- 
arten immer gleich stark entwickeln, und zwar um so starker, je iiiehr 
vom Filtrat hinzugefiigt wurde. Im zweitcm Falle (11) wurden sich 
die Kolonien von 1244 auf den Pe])ton- und Lteitungswasseragarplattcui 
vielleicht nur bei Zufiigimg grdJierer Filtratmengen (5 eem) in gleic}u»r 
Weise entwickeln (lurch das im Filtrat (wentuell noch vorhandeiu* 
Oder nicht abgebaute Pepton. B(d hdheren Verdiinnungen (0,2 und 
0,1 ccm) wiirde dagegen das Wachstum auf den J^eitungswasscTagar- 
platten immer mehr hintcT d(*m auf d(*n entspn^chenden Peptonagar- 
platten zuriickbleiben und schlieOlich dem scliwachen Wachstum 
gleich werdon, das auf dem 1 y>igen Peptonagar (>hn(‘ Zusatz auftritt. 
Selbstverstandlich wiirde dann bei sehr holier Wrdiinnung des Filtrats 
(z. B. 0,001 odor 0,0001 ccm) schlieBlich auch das Wachstum auf P(‘pton- 
agai* nicht mehr stimuliert werden. Die folgcmdc^ Tabelle gibt (‘inen 
Cberblick des Ergebnisses der Versuche, nachdem di(‘ Kultur])Iatt('n 
4 Tage lang bei 30® C bebriitet waren : 


Microc. roMf’us (WW) Auf I®;© Peptonaifaj Ant LoltnTig'?wa‘»‘^erafrar 

I 

5 ccm Filtrat 102(> , schwaclies Wachstum schwaches Wachstum 

1 „ „ lO'U) „ „ „ „ 


Das Ergebnis dieser Versuche steht mit der olxm f(‘stg(*st(‘llten 
Tatsache, daB Microc, rosevs auch auf dem festen Nahrboden ktuiuui 
wachstumsfordernden EinfluB ausiibt, in voller Cbereinstimmung. 


B. nvrogeiieH ilOUT) 

5 ccm Filtrat 

10H7 

1 n 

Km 

0,2 „ 

1037 

0,1 „ 

1037 


Auf lo/o Peptouagur 

sehr starkes Wachstum 
starkes Wachstum 
sehr gutes Wachstum 
gutes Wachstum 


Auf J^eltungswasseragar 

inaliiges Wachstum 
sehr mtlQiges Wachstum 

schwaches Wachstum 


^ Es ware vielleicht besser, wemi diese Ex])eriniente in FJiissigkeits- 
kulturen vorgenommen waren. Die Unfahigkeit des Stainines 1244^ 
darauf Haute zu bilden, fiihrto dazu, mit festen Kahrboden zu arbeiten. 
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P». jiyot-yanea { lont) 

Auf 1 o/o 1‘eptonagar 

Auf Leitungswasseragur 

1 ocm 

Filtrftt 

1051 

sehr starkes Wachstum 

schwaches Wachstum 

0,2 , 

n 

mi ' 

starkes Wachstum 

r " 

0,1 „ 

*1 

lor,i 

ziemlich starkcs Wachstum 


n 

Itac. me^entericnn (1/74) 

Auf 1 0 Peptonagar 

Auf Leltungswasseragar 

1 CClIl 

Filtrat 

1174 

sehr starkes Wachstum 

schwaches Wachstum 

0,2 „ 


1174 

starkes Wachstum 



0,1 „ 

n 

1174 

» 

n 

n 


Die letzten drc'i V^‘rsuchHreih(‘ii litdiTn den iiherzeugi‘nd(‘n Beweis, 
daii in hohereii Vt^rdiiniiungen (0,2 und 0,1 com) di(‘ Filtrate an sicli 
zur FdrdiTung des WachHtnms d(‘s Stammes 1244 vdllig iintauglich 
sind, da in diesen Falh^ii das Wachstuni auf Leitiingswasseragarplatten 
so gut wi(‘ ganz ausblei])t und jwaktisch nicht vom Wachstum auf 
1 ^oigen Peptonagar ohnc‘ w(‘itere Ziifiigung zu unterseheiden ist. Der 
gleieh(‘ gering(‘ Ziisatz Indordert dagegen in hoht‘ni MaBe das Wachstum 
d(\s Stammes 1244 auf Flatten, welehe auBerdem 1 \ Pepton enthaltoi. 

All di('ses zwingt zur Annahme der zweiten Hypothese, so daB 
du‘ wachstumsfordernde Wirkung der Filtrat(‘ dcu* Anwesenheit vitamin- 
alnilieluT Stoffe zugesehriehen werd(‘n muB. Abb. 4 gibt uns einen 





Abb. 4. 

A: Platte init 1 l*cptonaj>:ur, deni 0,2ecni von eincm aktivcii Filtrate hiiizugeftigt \\ur«le. 

B: Platte inlt Leitungswasseragar, deni 0,2 eem von einoni aktiven b'iltrate hinzugeftigt A\urde. 
C: Platte mit lo oigeni Peptonagar ohne Ftltrat. 
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Begriff von der Wirkung der Filtrate hinsichtlich des Wachstnms 
von Stamm 1244. 

Nacli diesen Versiichen mit Filtraten von Bakterienkultiiren lag 
es, auch im Hinblick auf die Versnche Werkmannf, (b), nahe zii pnifen, 
ob auch Pflanzenextrakte und tierische Safte das Wachstum von 
Stamm 1244 fordern. Weil die Kartoffel sich so vorzuglich zur Kultur 
der Bakterien (‘igiiet^, wurde an erster Stelle Kartoffelextrakt bereitet. 
J)azu warden geschalte Kartoffeln in einer Miihle fein g('mahlen, aus- 
geproBt, derSatt erst diirch Watte, spaterdurch(‘in ^SV/7c-Filter filtrieTt^ 
und schlielilich in abni'hmenden Mengen zu Pepton- und Leitungswassei - 
agar zugefugt. Darauf warden bcide Roihen Platten mit Stamm 1244 
bestrichen. Nach einer 4 tagigen Bebnitung bei 30® V ergab sich folgendes : 


Kartoffelextitikt t 

Auf Peptonapar 

Auf Leituiigsw Rsseragai 

5 ccm 

Filtrat 

enormes Wachstum 

mahiges Wachstum 

1 . 

n 

sehr starkes Wachstum 

ji n 

0,2 , 

„ 

starkes Wachstum 

schwaclies Wachstum 

0,1 „ 




0,05 „ 


gates Wachstum 

r> ** 

0,02 „ 

n 

« n 


0,01 „ 


mahiges Wachstum 

" ,1 


Ahnliche, obgleich weniger schdiu‘ Ergebnisse wur(l(‘n mit Oitroniui-, 
Apfelsinen- und Malzextrakt erhalten. 


Von den tierischen Flussigkeiten wunh* an erst(‘r St(*lle Hai'ii 
untersucht. Dieser wurd(‘ zur Sterilisation durch ein *SV //^-Filter filtriert. 
Harnzusatz hattc* folgendt^s Ergebnis: 


Ham 


Auf 1 0 ri Peptonaifdr 


Auf Leitunt;s\\asseiaf;.ii 


5 

1 


0,2 

0,1 


ccm I^'iltrat 


n 

V 

V 


sehr starkes AV achat uiii 
sehr gates Wachstum 
gates Wachstum 

n n 


schwaches Wachstum 

’1 n 

V 'I 


AuBerd(‘m wurde der aus Fleisch geprelJte Saft mit jiositivtmi 
Erg(‘bnis auf gleichc Weise untersucht. Aus obigen Versiudien (Tgibt 
sich, daB mehrere pflanzliche und tierische Flussigkeiten, ebenso wit' 
Kulturfliissigkeitsfiltrate, in hohem MaBe die Fahigkeit zur Fordening 
des Wachtums von Stamm 1244 besitzen. 


^ Siehe dafiir auch J. Thomson J. of Bact. 17, 379, J929. - ^ Dtu* 

auf diese Weise erhaltene KaHoffelextrakt hat oine l>lausc}iwarze Farbe und 
die Eigoiischaft, stark zii schaumen. Sehon ])ei Erliitzen auf 80® (’ tritt 
Koagulation s(»hr dunkel gefarbter eiwoiBartiger Verbindungen (un. Die 
FHissigkeit selbst bekornint dann eiii(‘ hellgelbe Farbe und hesitzt auch 
dann noch wachsturrisfoi’dernde Eigeiisehaften. 
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Um die wachstuxnsstimulierenden Stoffe nicht oder doch moglichst 
wenig zu schadigen, wurden sie bis jetzt immer durch Filtration sterili- 
siert. ’^Um die Wirkimg der Erhitzung auf diese Stoffe zu untersuchen, 
vnirden mehrere aktive Bakterienfiltrate sowie auch Kartoffelextrakt- 
und Hamfiltrate in einem Wasserbade 10 Minuten lang auf 100® C 
erhitzt und ihre Wirkung mit der entsprechender nicht erhitzter 
Filtrate verglichen. Untenstehende Tabelle gibt hiervon ein BeispieL 


Wachstum auf 1 o/o Peptonagar 


P«. pyocyanea lOBl i 

1 

10 Min. auf 1000 C | 

un erhitzt 

1 ocm Filtrat 1051 I 

sehr starkes Wachstum 

sehr starkes Wachstum 

0,6 „ 


1051 

starkes Wachstum 

starkes Wachstum 

0,2 „ 


1051 

1 

1 >* « 1 

n n 

0,1 „ 

n 

1051 

j gutes Wachstum 

gutes Wachstum 

0,05 , 

n 

1051 

1 ordentliches Wachstum 

ordentliches Wachstum 

0,02 „ 

y> 

1051 1 

1 ziemlich gutes Wachstum 

ziemlich gutes Wachstum 


Aus dieser Tabelle ist ersiehtlich, daB dieses Erhitzen nicht die 
geringste schadigende Wirkung auf das wachstumsfordernde Prinzifit 
ausubto. Andere Versuche zeigten, dafi sogar Erhitzen unter Dmek 
(20 Minuten auf 120® C) nicht stdrte. 

Das viidfaclie Vorkommen wachstumsfordernder Stoffe und ihre 
Thermostabilitat fiihrte mich dazu, die Frage naher zu betrachten, ob 
tatsachlich alle Peptone hiervon so ganzlich frei waren wie das bis jetzt 
ausschlieBlieh benutzte Pepton Poulenc seche (pulv4risee). Dazu wurde 
auf die ubliche Weise (Sterilisation 20 Minuten bei 120® C) eine Anzahl 
Platten von 1 % Peptonagar verschiedener Herkunft bereitet, die mit 
Stamm 1244 l>estrich(m wurden. Naeh einer 4tagigen Bebriitung bei 
30® C ergab sich folgendes: 


Fabrlkut 


Mai3 dcs Wacbstums 


Vhapoteaut 
Pwilenc (i>ep8ique) 
Witte 

Merck (trocken) 
Chassamg 
Brunnengrdher 
Difco 

Merck (aus Casein) 
Byla 

Poulenc seche (pulverisee) 


sehr gutes bis starkes Wachstum 

7» n w » n 

gutes Wachstum 
ziemlich gutes Wachstum 

7? n n 

n r> n 

maliiges Wachstum 
sehr m^iges Wachstum 
schwaches Wachstum 

n n 


Daraus ist ersichtlich, daB das Pepton Poulenc s^he, das stets fiir 
die Versuche benutzt wurde, zufalligerweise zu den sehr wenigen Pep- 
tonen gehort, die sich zu diesen Versuchen liberhaupt eignen. Ware 
Stamm 1244 z. B. auf Pepton Chapoteaut oder Pepton Poulenc pepsique 
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L* E* 6m Booren de Jong: 


Oder sogar aul Pepton WiUe isoliert worden, so h&tte man sein mark- 
wurdiges Verhalten nicht entdeckt^. 

Weil die Mdglichkeit bestand, daB das wachtumsfdrdemde Ftinzip 
mit den Auxinen, welche bei den hoheren Pflanzen die Zellstreokung 
befordem, identisch ist, so wurde im botanisohen Laboratorium in 
Utrecht (dank dem groBen Wohlwollen des Direktors Prof. Dr. F, A, F. (7. 
Went) durch Dr. H. 0. van der Weij eine Untersuchnng eingeleitet. 
Dazu wurden von zwei inaktiven Stammen, namlich Microc, albua und 
Microc, roseua, und zwei aktiven Stammen, naxnlich Boc. meaentericua und 
Sarcina lutea, Impfstriche auf Peptonagarplatten gemacht. Nachdom 
die Kulturen 4 Tage alt geworden waren, wurden Stuckchen Agar auf 
eine Entfemung von 1 bis 10 mm von der Bakterienkultur aus der 
Platte gestochen und auf bekannte Weise* auf Krummung untersucht. 
Es zeigte sich, daB: 

Nr. 1019, Mtcroc. aUma (inaktiv) erne Krummimg gab von 13,0® 

„ 1020, Microc. roaeua (inaktiv) „ „ „ „ 9,1® 

„ 1022, Sarcina lutea (aktiv) „ „ „ „ 10,6® 

„ 1174, jBoc. mwen^erictw (aktiv) „ „ „ „ 17,4® 

(Eine Auxinlosung von ^/isoooo 3® Kubikzentimeter gab bei den 
benutzten Pflanzen eine Krummung von 8,6®.) 

Hieraus ergibt sich, daB das wachstumsfordernde Prinzip mit 
den Auxinen unmoglich identisch sem kann. 

Obgleich die Tatsache, daB das Prinzip noch in hoher Verdunnung 
die Fahigkeit besitzt, einen aktivierenden EinfluB auf das Wachstum 
von Stamm 1244 auszuuben, ausschlieBt, daB es zu den normalen Dissi* 
milationsubstraten gerechnet werden muB, so war es doch wichtig, 
das Prinzip so weit als moglich von inaktiver Substanz zu reinigen, um 
das Minimum des organischen Stoffes, in Milligramm ausgedruckt, zu 
bestimmen, welche noch die Fahigkeit zur Beeinf lussung von Stamm 1244 
besitzen wurde. Die chemische Prufung, die ich der freundlichenVer- 
mittlung von Dr. W, Schut, Chemiker an dem stadtischen Unter- 
suchungsamt, verdanke, wurde in folgender Weise vorgenommen: Bin 
Erlenmeyerkolhen mit 250 ccm l%igem Peptonwasser wurde mit 
Pa. pyocyanea (Stamm 1061) geimpft. Um so viel als moglich vom 
wachstumsfordemden Prinzip zu erhalten, wurde die Kultur 14 Tage 
bei 30® C bebrutet. Darauf wurde durch ein ^eite-Filter filtriert (es zeigte 


^ Es ist such mcht immoghch, daB das schwache Wachstum, welches 
auf dem normalerweise benutzten Pepton- und Leitungswasseragar auftritt, 
durch vitaminartige Stoffe des Agaragars selbst verursacht wird. — * Siehe 
F, W. Went, Becueil des travaux botaniques n^erlandais 25, 1, 1927, 
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8 ich» daB das Filtrat 7,2 mg organisohe Stoffe im Kubikzentimeter 
enthielt), und es wurde zu der erlialtenen bakterienfreien Fliissigkeit in 
Fraktionen soviel Phosphorwolframsiiire (PWS.) zugefugt, bis weitere 
Zufiigung keinen Niederschlag mehr entstehen lieB (es zeigte sich, daB 
diese Menge 25,5 com PWS. war). Darauf wurde scharf abfiltriert, 
mit 5%iger H 2 SO 4 ausgewaschen, der Niederscblag noch einige Male 
mit 5%iger H 2 SO 4 geschiittelt und noch einmal abfiltriert. Zu dem 
Filtrat wurde Ba(OH )2 gefugt, um den UberschuB PWS zu entfemen, 
und darauf wieder abfiltriert. Dieses letzte Filtrat wurde unter Luft- 
verdiinnung bei 60® C bis auf 20 ccm eingedampft und als A bezeichnet. 
Fs ergab sich, daB es 1,5 mg organisohe Substanz in Kubikzentimeter 
enthielt. 

Der PWS.-Niederschlag wurde in 35% UaOH (tropfenweise zu- 
gefugt) gelost. Der Losung wurde ein UberschuB Ba(OH )2 zugefugt. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat mit H 2 SO 4 schwach 
angesauert, worauf nochmals filtriert wurde Das erhaltene Filtrat 
wurde bis 26 ccm eingedampft und als B bezeichnet. Es ergab sich, daB 
es 2,4 mg organisohe Substanz in Kubikzentimeter enthielt. 

In bekannter Weise warden die Filtrate A und B hinsichtUch des 
Stammes 1244 untersucht 


Filtrat A j 

Auf l^lo Peptouagar | 

Auf Leitungswasseragar 

1 ccm 

sefar starkes Wachstum 

mafiiges Wachstum 

0,1 „ 

Btarkes Wacbstum 

schwaches Wachstum 

0.05 , 

sehr giites Wachstum 

n n 

0,02 „ 

gutes Wachstum 

n n 

0,01 „ 


n w 

0,006 , 

ziemltch gutes Wachstum 

» Ti 

0,002 , 

maUiges Wachstum 

rt n 

0,001 „ 

maliiges bis sch^s aches Wachstum 

» n 


Filtrat B 

Auf 1 ®/o Peptonagar 

Auf Leitungswasseragar 

1 ccm 

starkes Wachstum 

schwaches Wachstum 

0,1 „ 

0,06 , 

sehr gutes Wachstum 


ziemlich gutes Wachstum 


0,02 , 

maliiges Wachstum 

1 n n 

0,01 „ 

schwaches Wachstum 

1 

1 n n 


Aus obiger Ubersicht folgt, daB Filtrat A wenigstens zehnmal so 
aktiv ist als Filtrat B, d. h daB das aktive Prinzip ~ in scharfem 
Widerspruch zu dem von Hughes (5) studierten /Sfup&^Zol^ikikfn-Stimu- 
lans — von PWS. nicht oder doch nur wenig gef^llt wird; nur die stark 
absorbieronde Wirkung derartiger voluminoser Niederschlage durfte 
daran schuld sein, daB Filtrat B nicht ganz inaktiv war. 
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L. £2. den Dooren de Jong: 


0. 001. com vom Eiltrat A (das 1,5 mg organische Substanz im 
Kubikzentimeter enthalt) iibt in 30 ccm 1 %ig€’m Peptonagar noch eine 
merkbar stimulierende Wirkung aus. In einer derartigen Platte 
sind 0,0015 mg des aktiven Prinzips anwesend, also je Kubikzentimeter 
Oder Gramm des Nahrbodens 0,00005 mg. Da hierin 10 mg Pepton 
anwesend sind, wird das Verhaltnis von Stimulans zum Dissimilations- 
substrat 1 : 5000000. Wenn man noch in Betracht zieht, daB das Prinzip 
bei obigen Behandlungen gar nicht rein sein kann, so ist wohl zweifellos, 
daB es eine vitaminartige Natur haben muB. 

Es scheint mir am Platze, dem hier zum ersten Male beschriebenen, 
fiir vitaminartige Stoffe empfindlichen Bakterium zum Andenken an 
den groBen Entdecker der Vitamine, weiland Prof. Dr. C. Eyhman in 
Utrecht, den Namen Microc. Eykmanii zu geben. 

Am Endo dieser Abhandlung ist es mir eine angenehme Pflicht, Herm 
Prof. Dr. F.A.F.C. Went, Herm Dr. H. G. van der Weij und Herm Dr. 
W. Schnt fiir ihre so geschatzte Hilfe ineinen verbindlichsten Dank aus- 
zusprechen. 

Zusammenfassung. 

1. Das Wachstum eines, auf Peptonagar auBerst schwer wachsenden 
Micrococcus, M. Eykmanii genannt, wird von bestimmten Luftkeim- 
kolonien in starkem MaBe gefordert. 

2. Mit Ausnahme von Microc, albus und Microc. roseus waren alle 
Stamme meiner Sammlung (Bakterien, Hefen, Schimmelpilze) im- 
stande, das Wachstum von Microc. Eykmanii zu fordern. 

3. Es gelang dagegen nicht, ein anderes Bakterium, dessen Wachs- 
tum in derselben Weise wie das von Microc. Eykmanii beeinfluBt werden 
konnte, zu isolieren. 

4. Stark verdunnte, sterile Filtrate von Kulturflussigkeiten aktiver 
Stamme waren nur dann imstande, das Wachstum von Microc. Eykmanii 
zu fordern, wenn zu gleicher Zeit Pepton als Dissimilationsubstrat an- 
wesend war. Ohne dieses Substrat war das Wachstum ebenso schlecht 
wie auf Peptonagar ohne Zuftigung. 

5. Stark verdunnte sterile Filtrate von Pflanzenextrakten (Kar- 
toffel- und Malzextrakt, Zitronen- und Apfelsinensaft) sowie tierische 
Flussigkeiten (Ham, Fleischextrakt) iibten ebenfalls einen das Wachs- 
tum fordemden EinfluB auf Microc. Eykmanii aus. 

6. Erhitzen der Filtrate, sogar 20Minuten auf 120® C, iibte keinen 
storenden EinfluB auf ihre Aktivitat aus. 

7. Die meisten Peptonfabrikate enthalten selbst schon das Wachs- 
tumsstimulans. Es stellte sich heraus, daB nur das zu diesen Experi- 
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menten benutzte Pepton Poulenc pulv6ris4e eines der wenigen Peptone 
ist, die diesen Stoff nicht enthalten. 

8. Das hier untersuchte Stimulans ist nicht identisch mit den Auxinen. 

9. Ein Toil vom Stimulans auf 5000000 Teilc Dissimilationsubstrat 
war noch imstande das Wachstum von Microc. Eykmanii zu fordcrn. 

Literatur. 

1) R. Qraaaherger, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 25, 453, 1897; 
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(Aus dem Institut fiir lajid'wirtsohaftliche Bakteriologie der Universitat 

Gottingen.) 


Lassen slch Beziehungen zwischen Kohlenliydratbildang 
und Knollehen bei Leguminosen feststellen? 

Von 

August Rippel und Walter Krause. 

(Eingegangen am 3. August 1933,) 

So sicher wir wissen, daB sich bei der Knollchenbakterien-Syinbiose 
der Leguminosen eine Bindung des elementaren Luftstickstoffs vollzieht, 
so wenig wissen wir liber den Vorgang im einzelnen. Zwar miissen wir 
ihn der Tatigkeit der Bakterien zuschreiben ; die alteren Anschauungen, 
wonach die Bakterien nur einen Reiz ausiiben, die N-Bindung aber durch 
die Pflanze selbst erfolge, konnten sich nicht halten. Wenn neuerdings 
Vita behauptet, daB in keimenden Leguminosen- Samcn unter gewissen 
Bedingungen eine N-Bindung stattfande, so konnen die Versuehe, bei 
denen keine BLontrolle mit Nicht-Leguminosen vorliegt, zudem nur 
Prozentzahlen an Stickstoff in der Trockensubstanz mitgeteilt werden, 
keinerlei Anspruch auf Beweiskraft erheben. Alio Beobachtungen 
deuten allerdings darauf bin, daB ein enges Zusammenlcbcm zwischen 
Bakterien und Leguminosen in dieser Hinsicht entscheidend ist. 

Es konnte namlich bisher noch keine N-Bindung bei Reinkulturen der 
Bakterien nachgewiesen werden, und diesbeziigliche positive Angaben 
erwiesen sich als method isch nicht einwandfrei, wie insbesondere M, F, 
Lohnia zeigte. Wilson-Hopkina-Fred konnten bei alien wesentlichen griind- 
lichen Nachi)rufungen, selbst bei Zugabe von sterilern, atmendem Pflanzen- 
gewebe, eine N-Bindung nicht feststeUen. Auch wir haben gelegentlich 
der nachstehend zu schildernden Untersuchungen bei Reinkulturen von 
Erbsenbakterien unter erhbhtem Kohlenhydratgehalt des Substrats ein 
negatives Ergebnis gehabt. 

Das ist immerhin auffallend, da einmal eine N-Bindung durch frei 
lebende N-bindende Formen leicht nachgewiesen werden kann, wenn auch 
nicht bei alien Stfiinmen, und andererseits die Symbiose zwischen Bakterien 
imd Leguminose im Grunde genommen nicht allzu eng erscheint, wenn man 
die Tatsaohe, daB die Infektion der Leguminose mehr oder weniger zuf&llig 
sich vollzieht, in diesem Sinne deuten will. 
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AUe Beobachtungen weisen nun weiter darauf bin, daB die Versorgung 
der Bakterien seitenfl der Leguminose mit Kohlenhydraten einer der ent- 
soheidenden Faktoren sein muB, wie Rippel-Poachenrieder ausfiihrten. 
Nicht nur der St&rkegehalt der KnoUchen und seine Anderungen, sondem 
auch theoretisch-energetisohe Betrewhtungen deuten darauf bin. Die 
Anscbauung von Christiansen- W eniger, wonacb die Bakterien bei der 
IQ'-Bindung Energie zu autotropbem Leben gewinnen sollen, erscbeint 
jedenfalls wenig einleucbtend ; sie ware bdcbstens beim Vorbandensein 
von freiem Wasserstoff denkbar. Die Nicbtberiicksicbtigung des Koblen- 
bydratfaktors mag aucb mit der Gnmd sein, wesbalb Beijerinck xmd Wilson- 
Hopkins-Fred in abgescbnittenen Knolicben keine N-Bindung feststellen 
konnten. Aber aucb diese Beziobungen sind experimentell nocb nicbt 
geniigend erfaflt. 

Einige weitere Beobacbtungen liegen jedoch in dieser Ricbtung : 
Golding fand das Wacbstum von Leguminosen durcb Ziickerzusatz zum 
Boden gefdrdert. Kostychew stellte eine im Vergleicb zu Gramineon doppelt 
so bobe Assimilationsleistung von Leguminosenblattern fest. Reinau und 
Donhoff fanden im Leguminosenbestand eine wesentlicb bobere COj- 
l^oduktion des Bodens gegeniiber einem Gramineon bestand. Xacb AUam 
sinkt bei Licbtentzug die N-Bindung der Leguminosen schneller ab als 
bei Bolichtimg. Riifler^ auf dessen Ergebnisse sjmter nocb zuriickzukommen 
sein wird, fand bis zum „Hiingerstadium“ hoberen Gobalt an Koblen- 
bydraten bei knollcbentragenden im Vergleicb zu knoUchenfreien Pfianzen. 
Wilson-Fred Salmon stellten unter gewissen Bedingungen Vermebriuig der 
Kndllcbenbi Idling imd dor Stickstoffbindung bei Leguminosen unter er- 
bdbter Zufubr von Koblensaure fost. Schweizer endlicb teilt in einor 
kurzen Notiz mit, daB etioliorte Leguminosen -Pfianzen und weiBe Varie- 
t&ten keine Kndllchen bildeii, wohl aber beim BegieBen mit Zuckerlosung. 

Um (unen Beitrag zu dieser Frago zu liefern, verfolgtim wir den 
Koblenbydratgebalt von Lcguminosimblattcrn (Erbsen) und von Hafer- 
blattcrn (als Testobj(‘kt fiir cine nicbt N-bindende Pflanze). Die Erbsen 
wurden teils mit den Wurzeln und ibren Knolicben (bei gutem Besatz) 
dor zu besebreibemden Behaiidlung unterzogen, teils in abgescbnittenem 
Zustandc, um so die N Bindung anzuscbalten. Das sebien uns sicberer 
zu sein als die Heranziebung von Pfianzen, die mit gebimdenem Stickstoff 
(zur Ausscbaltung der Rnbllchenbilduiig) versorgt waren. Denn ab- 
geseben davon, daB viellcicbt die Knollchenbildung docb nicbt ganz 
unterdriickt worden ware, wiirde auch eine Nitratornahrung Energie 
zur Nitratreduktion erfordern, bei einer Ammonsalzdiingung ware aber 
wieder die Moglichkeit der Nitrifizierung gegeben gewesen, oder man 
hatte, falls diese nicht eingetreten ware, mit veranderten Reaktions- 
bedingungen rechnen miissen. Der Hafer wurde natiirlich entsprechend 
bebandelt. Im iibrigen gestalteten sicb die Versuche f olgcndermaBen : 

Wir fiibrten zwei Versuche durcb, den ersten vom 1. August 1930, 
den zweiten vom 29. Juni 1931 an, jeweils mit Erbsen und Hafer, die auf 
dem Versuobsfelde aufgezogen waren. Die Erbsen batten gute Kndllchen 
gebildet. Beim ersten Versuch waren Hafer und Erbsen gleicbzeitig im 
Beginn der Blute, beim zweiten waren die Erbsen eben aufgebliibt, w&hrend 
der Hafer schon abgebliibt war. Es wurden nun je drei bis fiinf Pfianzen 
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A. Kippel u. W. Krause: 


mit dem Erdballen vorsichtig ausgehoben und mit einem Erde-Wasser- 
Gemisch in gr66ere EmaillegefaHe eingeschlammt. Weitere Pflanzen in 
gleicher Anzahl wurden abgeschnitten und in 600 ccm-ErimtJiet/er-Kolben 
mit Leitungswasser gestellt. Die weitere Behandlung war nun folgende: 
An diesen Pflanzen wurde dann bei zwei Parallelen (Gruppe 1 der Tabellen) 
die BlattfliU^he bestimmt durch Kopieren der Blattspreiten auf Ozalid- 
papier^ Ausschneiden imd gewichtsm^ige Bestimmung der Flache. Diese 
Bestimmung wurde sofort ausgefiihrt, und die Blatter kamen unmittelbar 
anschlioBend in den Trockenschrank bei 98® C, damit Verluste durch Atmung 
mfiglichst vermieden wurden. 

Die restlichen Pflanzen wurden nun abends Uhr 60 Stundon im 
Brutzimmor bei vOlliger Dunkelheit aufgestellt, danach wurde wiedor an 
je zwei Parallelproben die Blattflache bestimmt und getrocknet (Gruppe II 
der Tabellen). Hierauf wurden die iibrigen Pflanzen von morgens 4 Uhr 
bis abends voller Belichtung im Freienausgesetzt und nimrnehr die Gruppe 1 II 
geemtet. Endlich kam die Grupi)e IV dann nochmals 36 St unden ins Dunkel- 
zimmer und wurde danach geerntet. 

In der getrockneten Blatt masse war bei mikroskopischer I^riifung 
(nach Lode) nur ein ganz minimaler Starkegehalt festzust-ellen, vielleicht 
deshalb, weil die Starke boim Welken und Trocknen (vgl. Horn) abgobaut 
war. Infolgodessen brauchte nur der Zuckergehalt bestimmt zu werden, 
und zwar vor und nach Inversion. Dio Zuckerl)estimmung wurde in dor 
von Lehm^ann abgeanderten Weise nach Hagedom- Jensen durchgefuhrt, 
weil wir mit sohr kleinen Mengen arbeiten muBten und andore Mothoden 
mit zu groBen Fehlem arbeiten. Bei Kontrollbestimmungon mit 0,1 imd 
0,2 mg Glucose und Saccharose, mit welcher GroBenordnung wir zu rechnen 
hatten (die Methode arbeitet am besten bei Mengen von 0,08 bis 0,3 mg), 
ergab sich ein mittlerer Fehler von hoehstens 3°o» daB die Methode 
geniigende Genauigkeit bietet. Der Analysengang gostaltote sich nun 
f olgendermaBen : 

0,6 g der feingepulverten absolut trockenen Blattsubstanz wurden mit 
der lOOfachen Wassonnenge unter Zusatz von etwas BaC^Oa (zur Ab- 
stumpfung dor Pflanzensauren) SMinuten gekocht, V 2 stehen- 

gelassen, abgenutscht, das Aufkochen mit der gleichen Wassermenge 
wiederholt, dann 12 Stunden stehengelassen, wieder abgenutscht, ein 
drittes Mai aufgekocht und nach halbstiindigem Stehen abgenutscht. 
Die vereinigten Filtrate wurden mit einer Messerspitzo „Uarbo medicinalis 
Merck"'' versetzt, unter Umriihren aufgekocht, abfiltriert, hoiB nach- 
gew£ischen, das Filtrat, bei taurer Beaktion, neutralisiert, auf 100 ccm 
aufgefiillt und in zwei gleiche TeiJe geteilt. 

Die eine Halfte diente zur direkten, die andere zur Zuckerl>estimmimg 
nach SMinuten dauernder Inversion bei 70® C mit 6%iger HCl und noch- 
maliger Neutralisation. 1 bis 6 ccm der Losung, je nach der Zuckerkonzen- 
tration, wurden mit 6 ccm n/600 KaliumferricyanidlOsung versetzt, STropfon 
10%ige NagCOg-LOsung hinzugefiigt, auf 14 ccm aufgofUllt und 15 Minuten 
im Wasserbad erhitzt. Hierauf wurden 3 ccm einer LOsung von 10 g ZnS 04 
-f 60g NaCl in 200 ccm Wasser, der vor Gebrauch 0,6 g KJ zu 20 ccm 
zugesetzt war, und schlieBlich 2 ccm 3 %ige Essigsaure hinzugefiigt. Das 
ausgeschiedene Jod wurde nach Zusatz von 4 Tropfen StArkeldsung (1 %ig) 
mit n/200 ThiosulfatlOsung titriert. Femer wurde jeweils ein Blindversuch 
angestellt und der erhaltene Wert abgezogen. Die gefundenen Werte sind 
als Glucose berechnet (nach der Tabelle von Rona), 
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Tabelle I zeigt diese Zahlen und zwar jeweils das Mittel aus den 
beiden immer gut ubereinstimmenden Parallelen, ausgerechnet auf 
gleiche Flache (1000 qcm BlattMche). Die Blattflache ergibt bier einen 
exakten MaBstab, da ja die Pflanzen von gleicher Vorbehandlung waren. 
Tabelle II gibt die Umrechnung in Belativwerten, den Anfangsgehalt 
= 100 gesetzt. 

Tabelle I. 


1000 qcm Erhsenhl&tteT enthalten MiUigramm Zucker. 


Gruppo 

] 

[ 


II 

lU 

IV 

frlseh nntersucht 

60 Std 

dnnkel 

Wiederbelichtunpi \Medei \erdankelt 


vor 

1 nach 

vor 

narh 

vor 

naih 

\or 

nach 


Iiivei- 

1 Inver- 

Inver- 

Inver- 

In\ei- 

* Jnvei- 

j In\ er- 

Inver- 

1 

Sion 

1 Sion 

Sion 

Sion 

Sion 

1 Sion 

1 Sion 

Sion 

Erbsen (1930) | 1 

92,0 


' 13,9 


CM 


1 

59,9 


nnt Wurzeln ( 

1 

1 142,0 


1%9 


9S,2 


78,8 

Erbsen (1930) j 

92,0 j 

\ 

29,4 


50,1 

1 

32,8 1 


ohne Wurzeln [ 

I 

142,0 


47,9 


1 51,5 

1 

32,8 

Erbsen (1931) j 

110,1 ’ 


16,5 


38,0 , 


35,2 


mtt Wurzeln \ 


14o,0 


17, H 

i 

i8,S 


35,5 

Erbsen (1931) J i 

110,1 1 


24,3 


21,8 


23,9 1 


ohne Wurzeln \ 

1 

14y(i 


^27, H 


22, H 

1 

24,4 


1000 <^0111 jF/f//f’rbIatter enthalten Milligiamm Zucker 


Gruppe 

1 ' ' 

II 


III I 

IV 


1 fiiseh nntersucht' 

(.0 Std 

dnnkel 

Wiederbelichtunp wieder veidunkelt 


vor 

na(h I' 

\or 1 

rtach 

vor 1 

nach 

vor nath 


[ lu\cr- 

ln\er- , 

ln\er- I 

Inver- 

In\er- | 

Inver- 

Inver- ' In\er- 


sion 

Sion I 

Sion 

sion 

Sion 1 

sion , 

sion t sion 





L _ 1 



1 

_ 1 

Hafer (1930) ( 

' 124 1 


60,7 ’ 

~ 1 

1 41,7 ' 


22,0 1 

mit Wurzeln \ 

1 1 

22(W 


62,8 1 


68,2 

1 22,6 

Hafer (1930) | 

|1 124 ' 

1 

1 75,0 1 


90,9 


28,2 

ohne Wurzeln 1 

1 

226,0 


llh,l 


117,3 

29,5 

Hafer (1931) j 

408,6 


268,5 


' 355,0 

1 

187,0 

mit W urzeln \ 


515 7 


271,8 , 

1 

361,9 

189,4 

Hafer (1931) | 

408,6 


289,0 

1 

383,0 


283.5 

oAnc Wurzeln \ 


515,1 1 

1 

297,3 

1 

399,2 ' 

285,1 


Die OOstundige Verdunkclung fuhrtc naturlich in alien Fallen zu 
ciner erheblichen Abnahme der Kohlenhydrate. Die Relativwerte der 
Tabelle II zeigen nun, daB die Pflanzen mit Wurzeln starker an Kohlen- 
hydraten verloren haben als die Pflanzen ohne Wurzeln. Insbesondere 
ist, wie TabeUe I zeigt, bei den Pflanzen mit Wurzeln der Bohrzucker 
verschwunden, der bei den Pflanzen ohne Wurzeln zum Teil erhalten 
geblieben ist. Weiterhin zeigt sich, daB die Abnahme bei Erbsen groBer 
ist als bei Hafer. AUerdings ist hierbei zu beriicksichtigcn, daB der 
Hafer im zweiten Jahre den Erbsen gegeniiber einen besonders hohen, 
Arohiv fOr Mikrobiologle. Bd. 5. o 



18 


A. Rippel u. W. Krause : 


etwa viermal so hohen, Kohlenhydratgehalt besitzt. Aber die Oehalts- 
zahlen des ersten Jahres entsprechen einander fast voUig, so dafi jener 
Unterschied in der Eigenheit der betreffenden Pflanzen begnindet sein 
muB. Eine besondere Stellung der knoUchentragenden Erbsen lafit sich 
indessen nicht erkennen. 

TabeUe II. 

Relativzahlen des Kohlenhydratgehaltes (nach Inversion) fiir 
1000 qcm Blattfl&ohe. 

Erbsen: 


Gruppe: I 

I 

n 

lU 

1 IV 

1 

frisch 

nntersacht 

60 Std. dunkel 

Wieder- 

belichtnng 

wieder 

vei’dnnkelt 

Erbsen (1930) 
mit Wurzeln 

j 100 

9,79 

69,1 

56,5 

Erbsen (1930) 
ohne Wurzeln 

} 100 

33,7 

36,3 

23,1 

Erbsen (1931) 
mit Wurzeln I 

1 '« 

11,9 

26,4 

24,5 

Erbsen (1931) 
ohne Wurzeln 

1 

19,0 

15,4 

16,8 


Hafer: 



Omppe : 

I 

II 

m ~~ 

IV 


frlsoh 

untersacht 

eoStd. dunkel 

Wleder- 

beliohtong 

wieder 

verdnnkelt 

Hafer (1930) 
mit Wurzeln 

1 100 

27.8 

30,1 

1 10,0 

Hater (1930) 
ohne Wurzeln 

} 100 

52,2 

51,8 

13,1 

Hafer (1931) 
Wurzeln 

1 100 

52,8 

70,3 

36,7 

Hafer (1931) 
ohne Wurzeln 

1 100 

57,7 

77,5 

55,2 

Bei der ersten Wiederbelichtung zeigt sich nun ein deutlicher 


Unterschied zwischen Erbsen und Hafer. In beiden Jahren haben 
die Erbsen mit Wurzeln (und KnOllchen) die abgeschnittenen 
Erbsen, deren Kohlenhydratgehalt weiter abgenommen hat, darin 
sehr stark uberholt, wahrend beim Hafer die Wurzelpflanzen hinter 
den abgeschnittenen Pflanzen zuriickblieben, den starkeren Ver- 
lust wahrend der Verdunkelung jedenfalls nicht wieder einzuholen 
vermochten. Diese Erscheinung ist gewiB recht auffallend; sie kann 
unserer Ansicht nach nur dadurch zustande kommen, daB die Legu- 
minose bei Vorhandensein der Bakterien an den Wurzeln zu einer 
intensiveren Assiznilation angeregt wird. Das wiirde also der Auf- 
fassung entsjmchen, die oben schon angedeutet wurde, daB die N- 
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Bindung in der Bakterien-Leguminosen-Symbiose in recht enger gegen- 
seitiger Beeinflussung der beiden Organismenbestandteile vor eich geht. 

Buffer fand hoheren Kohlenhydratgehalt bei knollchentragenden 
Pflanzen bis zum Hungerstadium im Vergleich zu knoUchenfreien, mit 
gebundenem Stickstoff ernahrten, wahrend sich spater die Verhaltnisse 
umdrehten. Bei anderen Versuchen handelt es sich um Pflanzen von 
vorgeriicktem Alter ; noian h&tte also bei der Wiederbelichtung das 
gegenteilige Ergebnis erwarten soUen. Gerade jedoch weil dies nicht 
der Fall war, scheinen uns die mitgeteilten Versuche f iir eine Beeinflussung 
der Klanze durch die Bakterien zu sprechen. Miiglicherweise sind die 
Ergebnisse von Buffer folgendermaBen zu erklAren: Der hohere Kohlen- 
hydratgehalt der Hungerpflanzen braucht nicht unbedingt mit der 
Bakterientatigkeit zusammenzuhangen, sondem kann dadurch bedingt 
sein, dafi die im Vergleich zu den knoUchenfreien Pflanzen vcrmindorte 
Substanzproduktion eben die Kohlenhydratreserven nicht so stark 
angreift. Es ist durchaus denkbar, daB spater, wie Buffer meint, bei 
seinen Versuehen die erhohte Assimilationstatigkcit der Pflanze bei 
Gegenwart der Bakterien durch eine sehnellore Ableitung, bei gleichfalls 
erhohtem Verbrauch, verdeckt wird. Wenn das bei unseren Versuehen 
nicht eingetreten ist, so kann das moglicherweise auf die Storung in- 
folge der vorangegangenen Verdunkelung zuruckzufiihren sein. Es 
miiBte vielleicht erst eine gewisse „Auffullung*‘ an Kohlenhydrat- 
reserven stattfinden, bevor die normale Ableitung wieder in Tatigkeit 
treten kdnnte. Indessen durften die Verhaltnisse so kompliziert liegen, 
daB ohne eint* sehr verbreiterte experimentelle Basis kaum etwas 
Bestimmtes ausgesagt werdeii kann, eine weitere Erorterung scheint 
uns daher einstweilen wenig fruchtbar zu sein. 

Die zweiter Verdunkelung (Gruppe IV der Tabellen) hat bei den 
Erbsen zwar noch ein Sinken des Kohlenhydratgehaltes zur Folge, das 
aber verhaltnismaBig gering ist, wahrend beim Hafer eine sehr starke 
Abnahme erfolgt. Bezogen auf die Werte der Gruppe III stellen sich 
die Zahlen der Gruppe IV folgendermaBen (nach Inversion) : 
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einer geschadigten Pflanze die Kohlenli 3 ^ate nicht mehr zu entziehen 
vermdgen, was dann ebenfalls fiir das oben erwahnte enge Zusammen- 
arbeiten beider Organismen sprechen wiirde. 

Wir fuhrten weiterhin eine Analyse der Knollchen aus, die f olgendes 
ergab : 


In 0/0 der Trockensnbstanz 

In 0/0 der Trocken- 
snbstanz 

In o/q der Asche 

Rohfett 

. . . 1,83 

CaO. . . . 

0,62 

CaO 

. . 11,64 

Rohfaser 

... 1,44 

MgO ... 

0,25 

MgO 

. . 4,54 

Roheiwei 6 

. . . 32,25 

K 2 O. . . . 

1,31 

K 3 O 

. . 24,25 

Reineiweifi 

. . . 27,38 

Nag 0 . . . 

0,84 

NaaO 

. . 15,70 

Pepton 

. . . 0,91 

so. ... . 

0,88 

8 Os 

. . 16,44 

N Hg-Stickstoff .... 

. . . 0,062 

P,05. . . . 

1,13 

PaOs 

. . 21,15 

Loslicher Zucker . . . 

. . . 0.64 




Starke 

. . . 2,40 





Asche 

. . . 5,35 






Hiorzu sei noch bemerkt, dafi aich in dor Aache 54 "o Sand -t- Kieael- 
saiire, 1,25 °o ^6203 iind 2,52 AI 2 O 3 befanden, die zweifellos zuni aller- 
grbliten Teil von Vernnreinigungen init Hoden herriihrten. Dio obigen 
Zahlen sind daher nach Abzug dieser Mengen bercH^hnet. Zuckor wurde 
bestimmt, wie oben angegeben ist, Starke direkt nach dein Vorfahren von 
r. Fellmberg, 

Die Werte fiir die anorganischen Stoffe stimmen mit den alteren 
von Troschke angegebenen gut iiberein; wie zu erwarten war, bilden, 
vom mehr zufalligen Na-Gehalt abgesehen, Kalium und Phosphor die 
Hauptbestandteile der Asche; doch ist auch der Sehwefelgehalt ziem- 
lich hoch. 

Uns interessierten mehr die organischen Stoffgruppen, insbesondere 
die stickstofffreien Gruppen. Hier ist nun sehr auffallend der auBer- 
ordentlich niedrige Gehalt an „Rohfa8er“ ; es handelt sich nicht um einen 
Analysenfehler, da der Wert eigens kontrolliert wurde. Fett^, Rohfaser, 
RoheiweiB, Zucker, Starke und Asche ergoben zusammen nur 43,9 % 
der Trockenmasse. Es rniissen also in den Knollchen offcnbar sehr groBe 
Mengen leicht abbaubarer Stoffe von Nichtstarke-Natur vorhanden 
sein. In dieser Richtung haben wir einige orientierende Versuche an- 
gestellt. 

Eine Hydrolyse von 5g Substanz mit 100 ccm l,5%iger Salzskure, 
2 Stunden am RiickfluBkuhler, ergab 8,96 % reduzierenden Zucker als 
Glucose berechnet. Nach Abzug der festgestellten 3,04 % Zucker + St&rke 
verbleiben demnach 5,92% reduzierende Zucker (als Glucose berechnet), 
die nicht aus Zucker imd Stfirke stammen. Eine stfirkere Hydrolyse, wobei 
mit gleichen Mengen 6 Stimden am BiickfluBkuhler gekocht wurde, ergab 
eine etwas hdhere Zahl, nkmlich 10,17% reduzierenden Zucker, als Glucose 


Rewald^Riede fanden in ^o^a-KnOllchen 1,60% Atherextrakt. 
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berechnet, so daB 7,13% verbleiben, die nicht aus Zucker imd Starke 
stammen. Der Buckstand dieser Hydrolyse wurde nochmals 6 Stunden 
ebenso gekocht, ergab aber keinen redtizierenden Zucker mehr. Der Riick- 
stand betrug 17,12% der Trockensubstanz, darin 6,86% Asche, die wohl 
aus Sand bestand. Eine noch starkere Hydrolyse, 2 Stunden mit 6 %iger 
HCl hatte bereits weniger Zucker zur Folgo, da dieser offenbar zum Toil 
zerst6rt wuide. 

Wioderholte Extraktion mit Alkohol ergab 8,46 ®/(, Extrakt, dessen 
Trockensubstanz 4,66% Stickstoff enthielt; ninunt man diesen als EiweiB 
an, so wiirden 6,05% N-freie Substanzen verbleiben. Der Buckstand 
dieser Extraktion (urspriinglich 6 g) wurde dreiinal mit je 60 ccm Wasser 
ausgekocht und das Filtrat mit Alkohol versetzt; die Fallimg betrug 9,98 %, 
auf Ausgangstrockensubstanz berechnet; die Fallung enthalt 1,83 
Stickstoff, also verbleiben 8,86°,, N-freie Substanzen (N x 6,25), jedenfalls 
erheblich mehr als dem Starkegehalt entspricht. Es handelt sich hier 
offenbar um gummiartige oder schleiinige Stoffe. 49,4°,, dieses N-freien 
Niederschlags fanden sieh bei Hydrolyse durch l,5°yige HC'l als redu- 
zieronder Zucker. Der Extrakt der AlkoholfMlung ergab eingedainpft 
ll,64°'o aschefreie Substanz (bezogen auf Ausgangstrockensubst£inz). 

1 g Substanz, mit 100 ccm Was.ser 1 Stunde am BiickfluBkiihler 
gekocht, ergab einon Buckstand von 72,76 °o» der liei Hydrolyse 2,60 °o 
reduzierenden Zucker ergab (auf urspriingliche Substanz berechnet ), wahrend 
im hydro! ysierten Filtrat 7,30 °„ Zucker, in gleicher Weise berechnet, 
gef unden wurden. 

Fine iiach Verzuckening mit I^tyalin (Sfieichel) vorgenommene Starke- 
bestimmung als Koiitrolle obiger Bestimrming ergab 3.72 °o, als Maltose 
berechnet ; nach Abzug dei’ urspriinglich vorhaudenen Zuckermenge von 
0,64 °o verbleiben also 3,08°,, Staike, was einigermaBeii gut mit unserer 
obigen Zahl iibereinstiinmt , wenn man bedenkt, daB die Annahine von 
reiner Maltose reichlich unsieher sein diirfte. Jedenfalls sollte die Kontrolle 
zeigen, daB in der Starkeliestimmung kein wcsentlichor Fehler vorliegen 
kann. 

Endlich wurden 1 g Substanz zuerst in der Kalte, dann in dor Hitze 
mit 1 °oiger Natronlauge behandelt, wobei ein Riickstand von 27,26°,, 
gefundon wurde, der nur 0,91°,, Stickstoff enthielt*; es verbleiben somit 
26,70% N-freier Biiekstand, weim der Stickstoff als EiweiB angenommen 
wird. 

ZusammenfaHsend zeigen diest* Zahlen, daB einerseits eine gewisse 
Menge von leicht aufspaltbaren Polysacchariden in den Knollchen vor- 
handen ist, Gummi- oder Schleimstoffe, Hemicellulosen usw., daB 
aber ein sehr groBer Tt*il der Trockenmasse (etwa ^/g) aus Substanzen 
besteht, welche bei der Bohfaserbestimmung gelost, aber durch ein- 
fache Laugekochung nicht vdllig in Losung gebracht werden. Sie sind 
jedenfalls nicht leicht hydrolysierbar. Diese Stoffe sind wahrscheinlich 
N-frei; denn der geringe N-Grehalt des Biickstandes der Laugebehand- 


* Mit Ausnahme der N-Zahlen, die den Prozentgehalt in der imter- 
suchten Fallungs- bzw. Biickstandsmenge angeben, beziehen sich alle 
Zahlen auf die urspriingliche Pflaiizensubstanz. 
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lung ist mit ziemlicher Sicherheit auf ungeldste EiweiSstoffe zurtick- 
zufiihren. Welcher Natur jedoch diese Stoffe sind, ob es sich urn Poly- 
saccharide handelt, vermdgen wir einstweilen nicht zu sagen, auch nicht, 
ob sie Produkte der Pflanze oder der Bakterien sind, noch auch, ob sie 
mit der Stickstoffbindung in iigendeinem Zusammenhang stehen^. 
Es sei noch darauf hingewiesen, daB nach Qeorgi-Wilson von den Bak- 
terien reichlich gummiartige Stoffe gebildet werden, was im Gasstoff- 
weohsel deutlich zum Ausdruck kommt. Ob diese mit den fraglichen 
Stoffen in den Knollchen in irgendeinem Zusammenhang stehen, ver- 
mdgen wir nicht zu sagen, wenn auch vielleicht anzunehmen ware, daB 
sie leicht hydrolysierbar sein miiBten. 

Zusammenfassung. 

In nach Verdunkelimg wiederbelichtcten Erbsen findet starkere 
Anhaufung an Kohlenhydraten statt, wenn die Pflanzen Wurzeln mit 
Knollchen besaBen, verglichen mit abgesehnittenen Pflanzen : ent- 
sprechend behandelter Hafer zeigt die Erscheinung nicht. Diese 
Beobachtung scheint auf die engen Wechselbeziehungen zwischen 
Bakterien und Pflanze und ihre Bedeutung fur die Stickstoffbindung 
hinzudeuten. 

In den Knollchen finden sich bis zu etwa der Trockensubstanz 
N-freie Stoffe, die nicht oder nur sehr schwer bei Hydrolyse Zucker 
geben, imd deren Natur noch nicht festzustellen war. 
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Untersuchungen einstweilen nicht weiter fortgesetzt werden. 
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(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Bakteriologie der Universit&t 

Gottingen.) 


Untersaehungen an Actinomjeeten. 

Von 

August Rippel und Paul Witter. 

Mit 4 Textabbildungen. 

(Emgegangen am 3, August 1933,) 

Material. Wir i8olierten folgende fiinf Sttaime : A I au8 RoggonfitopjK^l 
des Gottinger Versuchsfeldes. Reichliche, rein weiCo Luftsporen; schwaehe 
S^urebildung auf Ca-Malatagar, den TJmfang dor Kolonie uni 0*5 cm iiber- 
treffend ; glattes WacJistiun ; Ausscheidung eines liraunen Farbstoffes auf 
Hefewasseragar ; erdiger Geruch. 

A IJ aus Fichtentrockentorf des Mils. Rdtliche Sporen; sehr schwache 
Sjiurebildung auf Ca-Malatagar, den Fmfang der Kolonie kaum ul>er- 
treffend; knorpelig faltiges Wachstum; inodriger Geruch. 

A 111 aus Buchenwaldboden des Hils. Reichliche, graugriine, heller 
Oder dunkler schattierte Sporen; starko Saurehildimg auf Ca-Malatagar, 
den TJmfang der Kolonie um 1 cm iibertref fend ; ausgejiragte Hoxem*iiig- 
bildung; Tropfenaussclieidung der Kolonie; oberflachlichos und sehr 
schnelles Wachstum; modriger Geruch. 

AJV aus Luftinfektion. Graue, sparliche Sporen; Saurebildung wie 
bei A III; sehr langsames, etwas in den Agar eindringendes Waclistum; 
schwach wiirziger Geruch. 

A V aus Erde eines Erdbeerbeetes. Kreidig weiBe Sjxiren; Saurebildung 
dem TJmfang der Kolonie entsprechend ; langsames knorpoliges Wachstum; 
Tropfenausscheidung; erdiger Geruch. 

Alle Stamme waren aerob und gehorten dem langfadigen Typus an. 

Variabilitdt. Der gegenwSrtige Stand der Variabilitatsfrago bei 
den Actinomyceten wurde ktirzlich von Frl. Tempd (dort auch aus- 
fiihrliche Literatur) eingehend behandelt, wobei allerdings die namentlich 
von Lieske beschriebenen Abftnderungen weder spontan noch durch 
experimentellen Eingriff erhalten werden konnten. Soeben teilt DucM 
mit, daB er ebetifalls keine Variation beobachten konnte ; er halt die 
Actinomyceten fiir Klone mit festen Eigenschaften und glaubt, daB eine 
Variabilitat durch Vennischung imd spatere Trennung verschiedener 
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Stamme vorgetauscht werdts weshalb or Einzt‘llkultur(‘n fiir imbedingt 
notwendig halt. 

UnHere I^ntersuchungen Hetztc‘n etwa gleichzoitig mit denen von 
Tempel ein, verzogorten sich jedoch (lurch Krankheit des einen von 
uns (Withr). Spontaii erhiolten wir 
(Miimal auf Hcdi'waHseragar b<*i iStarnm 
A I die von Lienhe beschric‘benen scharf 
abges(*tzten, sporenlosen Sektoren, wo- 
b(*i die Kolonie derc^n fiinf zeigte, die 
all(‘ zu gIeich(TZeit entKtand(*n (Abb. 1 ). 

Bei Abimpfen von den sporenlosen und 
s})orenfiihr(‘nden Teilen (Thiel t(‘n wir 
ind(*ss(ni wieder nur die normale sporen- 
tragendc' Form. Wir mochtcni noch 
auf folg(‘nde Erscheinung aufmerksam 
maehc'n: Bei (l(*in Stanirn A /// mit 
starkcn* Hex(*nringbil(lung finden sich 
,,V(‘rw(Tf ungen * so, dad bei seharf 
abg(‘S(‘tzten Sektor(‘n die Binge gt^geneinandi^r versehoben sind, ein 
sj)orenIos(‘r also g(‘gen (‘inen s])or(mtragend(m st()Bt (Abb. 2). Ob diese 



.\bb. 1. 

sektoronbildunp bei Actinouujcot. 
Normale Grobe. 



Abb. 2. 

Nerwerfuug bei ciiiein lle.xenvinge bibletideii Stumiii ^olI Actnwmyvn. Auf -3 verkleinert. 


Erscheinung mit dei* vorli(T erwahnten Sektorenbildung irgend etwas 
zu tun hat, v(‘rmr)gen wir nieht zu sagtui. 
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Im iibrigen erhielten wir jedoch lediglich durch AuBenbedingungen 
(Konzentration der Nahrlosung, Agarkonzentration) ausgoloste Modi- 
fikationen in Sporenbildung, Koloniefarbe, Koloniefonn, GeruchH- 
bildung, Ringbildung, welche Merkmale unter gleichen Bedingungen 
aber stetH konstant waren. Sonstige Eigenschaften, wie Langfadigkoit 
unserer Stamme imd aerobes Wachstum, blieben konstant; ein(‘ An- 
passung an Sauerstoffentzng trat nicht ein. 

Wir versuchten weiter, durch Bestrahiimg Abanderungen zu er- 
zielen. Eine Rontgenbestrahlung wurde folgendermaBen durchgefiihrt : 
23 Kilovolt, 21 Milliampere, Eisenstrahlung ohne Pilterung, Abstand 
von der Kathode 25 bzw. 12,5 cm, Bestrahlungsdauer 2 Minutim : iiach 
Abimpfung wieder 2 Minuten, nach nochmaliger Abimpfung nochmals 
20 Minuten bei 25 cm Abstand, darauf wieder Abimpfung. Danach 
wurde der Abstand auf 12,5 cm verkiirzt, nochmals 3 Minuten bestrahlt, 
abgeimpft imd diese Bestrahlimg wiederholt und wieder abgeim})ft. 
Bei alien Abimpfimgen wuchs der Organismus normal, auch in d(‘r 
zweiten und dritten Generation. Auch Lieske hatte (S. lOS) mit 
Rontgenbestrahlung keinen Erfolg. Ebensowenig hatte eine l^ltra- 
violettbestrahlung mit der Analysenquarzlampe (29 cm Abstand. 
keine Pilterung, Staffelung von 1 bis zu 60 Minuten Bt'strahlungsdaiier) 
Erfolg. 

Wir beschaftigten uns nun weiterhin mit einigeu physiologisclu^n, 
cytologischen und chemischen Eigenschaften. 

Kohlemtojf- und Stickstoff quelle (Stammlosiuig naeli Jiraun): Gut(‘ 
C’-Qiiellen waren Glucose, Stai’ke, Glycerin, (^alciuimnalut. CelluloM' 
wurde weder in gefallter Form, obiger Nahrlosung zugt'sctzt, nocli 
auch in Form von Filtrierpapierscheiben nach Kraifiskq verwejtet. Gute 
K-Quolleii waren NaNOj, (N 114)2^04, As})aragin, Pepton, Glykokoll. 
Die drei letztgenannten Stoffe konnten gleichzeitig als C’- und N-Quellt» 
dienen. 

Involutionsformen. Die von Lieske und M unter beschri(dK‘n(‘n 
Involutionsformen haben wir ebenfalls aufgef unden: sic tratcm in 2 
bis 3 Monattm alten Flussigkeitskulturen bei Zusatz von 5 bis 7 % 
NH4CI auf, welcher Zusatz nach Lieske die Bildung befordert, f(‘rner 
auch in 4 bis 5 Monate alten Flussigkeitskulturen ohne Zusatz von 
NH4CI. Bei Zusatz von Lithiumchlorid (bis zu 0,5%) tratim keine 
,,Reizformen“ auf. Farbung mit a-Naphtholblau, Sudan 3, Carbol- 
fuchsin zeigte in den Involutionsformen 3 bis 4 kleine oder eine groBe 
Kugel, die als Pett anzusprechen sind, was auch weiter durch die Tat- 
sache belegt wird, daB diese Inhaltsstoffe nach langerer Aufbewahrung 
in Ather verschwinden. Die Bildung der Involutionsformen muB dem- 
nach von einer Art fettiger Degeneration begleitet sein. Abb. 3 zeigt 
die Involutionsformen mit dem Pett. 
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Fett, Das Vorkommen von Fett in Actinowyceten wird bereits von 
Lieske (S. 88) angedeutet. Es findet sich nicht nur in den Involutions- 
fonnen, sondem auch im normalen Mycel, wenn jene fehlen, wie durch 
<lie genannten Farbungen nachgewiesen wurde. Wir gewannen von 
Stamm A ///, 8 bis 10 Wochen alt, 12 g Mycel, das frei von Involutions- 
formen war, auf einer 2,5% losliche Starke, 0,0% KNOg und 0,3% 



KgHPO^ enthalU^nden, mit NaOH auf />h 7,4 gebrachten, mit de- 
stilli(M*tt'm Wasser bereiteten Nahrlosung ; das Myeel wurde dreimal je 
i\ Stunden mit Atlu*r extrahiert Dabei ergab im Exsikkator getrock- 
netes Mycel bossere Ausbeute als solches, das im Trockenschrank bei 
lOO^getrocknet wiirde, viclleicht weil das Fett im letzten Falle schmilzt, 
<las Mycel cinheitlich durchtrankt und dann schwerer herausgelost 
werden kaim, oder weil dit* Durchlassigkeit der Membran fiir Ather 
v('rhchieden bee inf lu lit wird 

Es wurdcii 0,38% der Trockensubstanz an Fett gefunden. Dieses 
war unloslich in Alkohol, hatt<‘ emeu Schmelzpunkt von etwa 19® C, 
cine Molekularrefraktion im Zcmschen Butterrefraktometer von 52® 
I KM 40® Ein Teil war verseifbar. Gregen Lackmus reagierte es 
saner, durch Wasserdampf lieBen sich fliichtige Fettsauren uber- 
destillieren. Es ist jedoch ungewili, ob diese schon von vornherein 
im Mycel vorhanden wai*en oder wahrend des Trocknens abgespalten 
wurden. Es ist aber jedenfalls normales Fett makrochemiscli nach- 
gewiesen. 

(ipruchstoffe . Die Greruchstoffe gehen in die Atherfraktion uber, 
verschwinden aln^r nach einstiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade. 
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VoliUin. Merkwurdigerweise ist dieser Inhaltstoff bis auf eine 
Vermutimg von Lieske (S. 60, 88) noch nicht beachtet worden. Wir 
fanden ihn zunachst bei dem erwahnten Lithiumzusatz, wo er allerdings 
in hoheren Konzentrationen nicht mehr auftritt, weiterhin aber in 
alien normalen Kulturen, iind zwai* in groBen Mengen, wie Abb. 4 zeigt. 

Alle Reaktionen dcnten auf 
Volutin: Loslichkeit in warmem 
Wasser sowie in 5 %igen Sauren 
und Alkalien, intensiv farbbar 
mit Fuchsin, Methylviolett, 
Methylenblau. Die Methylen- 
blaufarbung ist gegen 1 %ig(* 
H2SO4 bestandig, wahrend das 
Plasma entfarbt wird. Jod- 
jodkalium farbt gelb, die Fai*> 
bung verschwindet beim Er- 
warmen und tritt beim Erkalten 
wieder auf. Zusatz von Jod- 
jodkalium zur Methylenblaii- 
farbimg naeli H2 S O4 - Behand - 
lung gibt Scliwarzfarbung. 
Aueh bei zwei Stammen, di(‘ 
wir kurz vor AbscliluB diestu* 
Arbeit dureh Herrn Dr. Nissoi 
von Herni Prof. Waksman erhielten violacem ruber Waksm. et 
Curtius und A, scabies Thaxter) fanden wir ebenso Volutin wie in 
alien unseren Stammen. 

Auf dem eiwahnten Starkeagar findet sieh bei etwa 30® C nach 
lOTagen Volutin, nach weiteren 8 Tagen daneben F(»tt, das von da an 
immer mehr zunimmt, offenbar auf Kosten des gleichzeitig ver- 
sehwindenden Volutins, das schlieBIieh nicht mehr nachweisbar ist. 

Zellkern. Die Frage eines Zellkems muB zunachst im Anschl uB an 
das Vorkommen von Fett besprochen werden. Es handelt sich um mit 
Methylenblau farbbare, bei Nachbehandlung mit H2SO4 sich entfarbend(‘ 
Komchen, die also kein Volutin darsteUen, und bei denen dieMogliehkeit 
der Kernnatur erortert wurde, ohne daB man bisher zu einej* g(‘sichert(*n 
Vorstellung kam (vgl. zuletzt Tempel). Sartori-Meyer-Antinioli wolU'ii 
sogar mit der von ihnen modifizierten Schumacher ‘Y^rhung Kenie* und 
deren sexuelles Verhalten bei Actinomyceten festgesttdlt haben, Angaben, 
die schon wegen der Kleinheit der Objekte sehr unwahrscludnlich sind, 
wenn man von der Unspezifizitat der Farbung ganz absieht. 

Uns scheinen die fraglichen Komchen mit Fett identisch zu sein. 
Wir fanden sie in altc'ien, zum Teil erst in 4 Wochen alten Kulturen^ 



Abl). 4, 

Volutin in Adinomycm. Methylenblau-Sch\\efel- 
stture, VerfO'bBert 720niul. 
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Auch Lieske hebt S. 83 hervor, daB sie am besten in alteren Kulturen 
aufzufinden waren, in denen ja, wie wir genehen haben, Fett das Volutin 
ablost. Sie verschwinden bei langerem Liegen des Mycels in Ather. 
Bei Methylenblaufarbimg scheint uns einc Farbung der Kornch(‘n vor- 
getauRcht zu werden. Fine ganz schwache Plasmafarbung laBt namlich 
auch Inhaltstoffo anderer Lichtbrochung dcutlich blau erschoinen. 
Offnet man jedoch die Blende so weit, daB die sonstigen Strukturen der 
Faden verschwinden, so verschwinden auch die Kornchen, wahrend si(‘ 
bei den Fettfarbimgen in diesem Falle sichtbar bleiben. 

Wir verwendeten nun auch die Fcw/^cnsche ITuclealreaktion, wobei 
wir () bis 8 Minuten bei bO® C mit n HCl hydro! ysier ten, 4 Stunden mit 
fuchsinschwefliger Saure behandelten, mindestens Stunde in dauernd 
gewechseltem S Og-haltigen Wasser auswuschen, dann in Lcutungs- 
wasstT uberfuhrten. Wir fanden kein morphologisch unterscheid bares 
(rebiidt*, das man als Kern hath* ansprechen konnen, sondern hochstens 
einc* lioniogc'n -diffuse* Anfarbiing des ganzen Plasmas, wie sie Pietneh- 
ruann-Ripp'l bei Bakt(‘ri(*n gefunden haben, die aber etwas iinsicher 
ausfiel. In solchen Praparaten war das Fett iibrigems no(*h nachzuweisen 
Doch erfordert die K(*rnfrage noch (*ine besondere griindlichc* wc*itere 
Bearbc'itung, da (lc*r unsichere Ausfall d(*r Farbung noch keinen bindendt*n 
SchliiB zulaBt. Auch konntt* in den Invohitionsformcm keine Ent- 
mis(*hung wie bei ,,K(*izformen“ der Bakteuien festgestellt werdem. 

Die niikroskopisclie ITiitersucjhung auf Ohitin hatte ein 
wenig eindentiges Ergebnis, weshalb wir seinen Nachweis auf makro- 
chemischem Wc*g(* versuchten. Dazu vcTwendeten wir die* 12 g des zur 
Fettc*xtraktion benutzten Mycels und die Methode, die Hehr bei 
gillus anw(*nd(*t(*. Das Ergebnis war, daB alles restlos in Ldsung ging 
bis auf einige Icucht id(*ntifizi(*rbar(* (Vllulosefaserelum von den Watte- 
verschliissc'ii d(*r Kulturkolbchc*n. Ohitin ist also in der Membran der 
Actino}n yceten nicht c*nthaltc*n, was vielleicht fiu* ihre iiahere AVrwandt- 
schaft zu den Bakteri(*n (ins besondere nach vielfach(*r Aimahmc* dc*n 
M ycobakUnien) als zu d(*n Pilzcui spricht (vgl. F, v. ]YettsU'in). 

Zusaiiimcnfussuiiir. 

Variabilitat koniite bc*i einigen Ac//;m/////cc/cw-Stanimen wc*dc*r 
durch And(*rung der Kulturbedingungen noch durch Bontgen- oder 
Ultraviolettbestrahlung cTzielt werden. Doch traten einmal spontan 
sporenlose Sektoreii auf, deren Abimpfung wiedc'r normal wnchs. 

^ Nachtraglielie \^erKuehe l)estatigteii wieder den diffusen Ausfall der 
Reaktion. Kehon inakrosko]>iseh unterscheidet sich Aciinomycete^t^ -'M.yceh 
naeh Fevlgev gefarbt, durch die rote Farbe von fast farblos erscheinendein, 
mikroskopiHcli die Kernfarbung zeigendoni Pilzmycel. 
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Jiingere Kulturen enthalten reichlich Volutin, in alteren verschwindet 
dieses und wird durch Fett abgelost, das sich in den Involutionsformen 
besonders reichlich findet. Das Fett dor normalen Faden konnte auB<T 
durch Farbung auch makrochemisch nachgcwiesen werden. 

Ein Zellkern konnte mit der FewZ^e/i-Reaktion nicht aufgefundc^n 
werden; es trat hochstens diffuse Farbung des Plasmas auf, doch sind 
die Versuche noch mit einer gewissen Unsichcrheit behaftet. Jeden- 
falls sind die Gebilde, die bisher als Kerne in Betracht gezogcm 
wurden, wahrscheinlich Fetttropfchen. 

Chitin konnte makrochemisch nicht nachgewiesen werden. 
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Nahrstoffwirkung und Oiftwirkung bei Aspergillus niger. 

Von 

(Joorg Lohiiiaiin. 

Mit 4 Textabbildimpen. 

(EhigegtnKjen aw >}, August 

1. Eiiileitun^. 

Nahrstoff und (rift sind Aiisdruoksweisc^n dt\s alltaglichen Sprach- 
gi‘l)rauches, und die damit verbundenen Vorstellungen konnen untcu’ 
Umstanden recht verschieden Hein. So wird sich der (riftbegriff eines 
fJuriHten von dem eines HygienikcTs oder eines Physiologen oft wesent- 
lich unterscheiden. Nahrstoff bzw. Gift fur eine Pflanze brauchen femer 
nicht gleichzeitig Nahrstoff bzw. Gift fur das Tier zu sein, wie ja fur 
den Nahrstoff auf Grund der direkt entgegengi'setzten physiologisehen 
Tatigkeit des Tier- und Pflanzenorganismus nicht anders zu erwarten 
ist. Bei einer seharfen'n XTmgn'iizung der mit den beiden Ausdriicken 
Nahrstoff und Gift verbundenen A'orstellungen ist in der vorliegenden 
Arbeit nur an ihre Wirkung auf die Pflanze gedaeht. 

Nehmen wir nun ein Lehrbuch der Tier- oder Pflanzenphysiologie 
od(T eines der DiingcTlehre zur Hand in der Absiclit, uns iiber die ge- 
nauer(‘ B(‘griffsbestimmung der Nahrstoffeigenschaft moglichat ein- 
gehend zu unterriehten und um Merkmak* zu finden, an Hand derer 
wir jedt‘rzeit fiir (‘inen beliebigen Stoff feststellen konnen, ob wir es in 
oinem gegebenen Falle mit eim^m Nahrstoff oder Niehtnahrstoff zu 
tun haben, so gelangen wir zu dem iiberraschenden Ergebnis, dali trotz 
der Wichtigkeit der Frage hieriiber kaum irgendwo in solchen Biiehern 
etwas zu finden ist. Ist die Nahrstoffwirkung eines Elementes oder 
einer Verbindung derart sinnfallig, daB sich eine Definition ganziich 
eriibrigt? Das ist wohl kaum der Fall. Wenn wir aber trotzdem in 
Lehrbuchem nichts darubtu- finden, so miissen andere Griinde vorliegen. 
Wir haben namlieh ein Erkennungszeiehen fiir die Nahrstoffeigenschaft, 
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aber wohl verstanden nur ein einziges bis jetzt, das als Kriterium aller- 
dings oft versagt und wirklich unanfechtbar bislang eigentlich liberhaupt 
noch nicht anwendbar war. Nahrstoffe oder Nahrelemente sind nach 
Pfeffer, welcher Auffassung Roberg (26, S. 226) sich anschlieBt, dadurch 
ausgezeichnet, daB ihr Fehlen ein normales Gedeihen unmoglich macht. 
Da der Klanzenertrag, also die Erzeugung an Hlanzensubstanz, in 
solchen Fallen nahezu Null ist, wurde fiir dieses Verhalten eines Nahr- 
stoffes noch eine andere Ausdrucksweise eingefiihrt. Man sagt, ein 
Nahrstoff erfiillt die „Nullbedingung“. Durch dieses Merkmal konnten 
die bis jetzt bekannten Nahrstoffe praktisch ausreichend gekenn- 
zeichnet werden. Eine nicht unwesentliche Stiitze erhielten die so 
gewonnenen Ergebnisse durch die Chemie insofern, als es ihr gelang, 
organische Verbindungen aus der Pflanzensubstanz zu isolieren, die 
offenbar fiir das Leben eine wichtige Rolle spielen, und zu deren Aufbau 
das Vorhandeiisein bestimmter Elemente in der Pflanze unbedingt 
notig ist, wie z. B. Magnesium fiir das Chlorophyll, Schwefel fiir das 
EiweiB usw. Bei mehreren Nahrstoffen ist es bis heute aber leider 
unmoglich gewesen, ihre. Aufgabe in der Pflanze festzustellen. So 
diingen wir beispielsweise unsere Acker Jahr fiir Jahr mit Kali, weil 
die giinstige Wirkung einer solchen MaBnahme erfahrungsmaBig be- 
statigt wurdc. tJber das tiefere ,,Warum“ lassen sich nur Vermutungen 
anstellen. 

Neben diesen unentbehrlichen Aschenelementcui kommen in den 
Pflanzen noch verschiedene andere Elemente vor, und di(‘ Stimmen 
wollten nicht verstummen, die behaupteten, daB auch diese Elemente* 
zum Teil fiir die Pflanze notig sind. So behauptete Raulin bereits 1 869, 
daB Eisen und Zink fiir Aspergillus niger, der auch in der vorliegenden 
Arbeit als Untersuchungsobjekt dient, notig seien. Ono behauptt*t(* 
das Gleiche fiir Kupfer. Von anderen Forschern nachgepriift, wurden 
diese Behauptungen in der Hauptsache bestritten, und das Zink bei- 
spielsweise in iiberwiegender Mehrheit als Reizstoff oder gar als G-ift- 
stoff bezeichnet. Erst in neuerer Zeit, nachdem es der Chemie* inzwischen 
gelungen war, fiir viele Elemente empfindlichere Nachweise ausfindig 
zu machen, und nachdem sich das biologische Arbeiten hinsichtlich 
der Genauigkeit der Methoden mehr und mehr auf die auBerst geringen 
Nahrsalzmengen umgestellt hatte, die ein Organismus unter Umstanden 
fiir sein Gedeihen benotigt, konnte durch Steinberg (36), Bortels (6) und 
Roberg (25) (26) die Lebensnotwendigkeit von Zink, Eisen und Kupfer 
fiir Aspergillus niger einwandfrei festgestellt werden^. Als Kriterium 

^ N^dier auf die geschichtliche Entwicklung der Zink- und Eisenfrage 
einzugehen, halte ich fiir liberfliissig, nachdem Roberg und Bortels dies getan 
haben. In den Arbeiten der })eiden Verfasser sind auch ausfiihrliche Angaben 
liber die Literatur vorhanden. 
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diente auch hier bei Eisen und Zink die NuUbedingung, bei 
das Verschwmden der schwarzen gporenfarbe und die Emiedrigttng 
des TrockensubBtanzgenrichtes beizn Fehlen des Elementes. Bertiok- 
sichtigt man, daB in diesen F&Uen Mengen ron einigen Hundert Mikro- 
gramm (1 fxg = 0,001 mg) fiir 100 com N&hrlosung zu einer optimalen 
Entwicklung genugten, also Mengen, die bereits nahe der Grenze der 
Nachweisbarkeit liegen, so kann man die experimentellen Schwierig- 
keiten bei der Feststellung der Wirkung eines solchen Stoffes beurteilen. 

Wir miissen femer die wichtige SchluBfolgerung daraus 2 dehen, 
daB die Vorgftnge im pflanzlichen Organismus viel komplizierter sind, 
als urspninglich angenommen wurde, und daB die bisher als unbedingt 
notwendig erkannten Elemente bei weitem noch nicht die Gesamtzahl 
aller notigen Elemente bilden. Abgeseben daron, daB Elemente, deren 
Notwendigkeit bis jetzt noch nicht festgestellt wurde — fur die Tat- 
sache, daB noch weitere Elemente bzw. Stoffe ndtig sind, liegen ge- 
niigond Beweise vor — , in so geringen Mengen leicht als Verunreinigung 
in die N&hrlosung gelangen konnen, darf nicht vergessen werden, daB 
Samen und Sporen in diesen Fallen sicherlich ebenfaJls Spuren davon 
enthalten und so unbemerkt der sich entwickelnden Pflanze zufilhren. 
Die Schwierigkeiten der Feststellung der Nullbedingung werden da- 
durch vermehrt und zwar in um so starkerem MaBe, je geringere Mengen 
die Pflanze davon benotigt. Die erschwerte Feststellung der Null- 
bedingung und der Umstand, daB eine Bestatigung der Notwendigkeit 
solcher nur in auBerst geringer Menge notwendigen Stoffe auf che- 
mischem Wege vorerst noch auBerst schwierig ist, zwingen uns zu der 
Frage, ob es vorteilhaft ist, sich bei der Untersuchung des Nahrstoff- 
charakters eines Stoffes als Kriterium der Nullbedingung allein zu 
bodienen. An die ZweckmaBigkeit der Vermehrung der Nahrstoff- 
morkmale haben sicher schon mehrere Forscher gedacht. Die Schwierig- 
keit besteht nur in der Frage, woher weitere Merkmale genommen 
werden sollen, und zun&chst in dem Nachweis, daB solche immer mit 
der Nullbedingung verbunden sind. 

Die vorliegende Arbeit soli ein Beitrag sein zu den Versuchen, 
weitere Merkmale fur den Nahrstoffcharaktor in die Pflanzenphysiologie 
einzufuhren. Nachdem A. Rippel [(21) mit (24)] und R, Meyer [(15) 
mit (19)], auf den Versuchen von Th, Pfeiffer aufbauend, in den ver- 
gangenen Jahren Stickstoff, Phosphor und andere Faktoren wie Ka- 
lium, die Zeit und die Temperatur, in ihrer Wirkung auf den Ertrag 
imtersucht hatten, war der Zweok der vorliegenden Arbeit zu priifen, 
inwieweit die auf Qrund dieser Arbeiten bei zweifelsfrei als N&^toffe 
angesehenen Elementen festgestellten Merkmale sich eignen, auch zur 
Beurteilung des N&hrstoffcharakters von Zink und anderen Stoffen 
zu dienen. Um das Ergebnis vorwegzunehmen, sei mitgeteilt, daB dies 
Archly fttx Mlkrohiologle. Bd. 5, 
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bei Zink gelungen ist. Trotzdem ware es voreilig, heute bereits mebr 
uber die Brauchbarkeit dieser Methode aussagen zu woUen, bevor 
nioht weitere Elemente auf die gleiche Weise gepruft wurden, imd 
bevor es nicht gelungen ist, die Unterschiede zwischen N&hrstoff xmd 
Nichtn4hrstoft noch sch&rfer herauszuarbeiten. Mdgen nun die Ergeb- 
nisse ausfallen, wie sie woUen: die Methode, die das Ertragsgesetz aJs 
Kriterium fur den Nahrstoffcharakter benutzt, verspricht jedenfalls 
zu einem tieferen Verstandnis der mit unserer Frage verbundenen 
pflanzenphysiologischen Vorgange zu fiihren. 

AnschlieBend an die Zinkuntersuchungen wurden Phenol und 
Sublimat in ihrer Wirkung auf den Ertrag von As'p&rgUlus niger gepruft, 
um auch den Begriff „Gift“ nach dem gleichen Verfahren genauer fest- 
legen zu konnen. Im Gegensatz zu dem Worte „N&hr8toff“ sind De- 
finitionen fiir „Gift‘' in der einschlag^gen Literatur vorhanden. So 
lesen wir bei Benecke-Jodt (2) uber „Gift“: ,,Wie bemerkt, wirken viele 
Stoffe, auch unentbehrliche Nahrstoffe, bei einer gewissen Konzentration 
schadlich, und wenn die Schadigungen nicht auf ph 3 ;^ikali 8 che (os- 
motische), sondem auf chemische Wirkungen zuruckzufiihren sind, dann 
kann man diese Stoffe ,Gifte‘ nennen.“ Eine im Grunde genommen 
ahnliche Definition sei noch von E, Frdhner (9) erwahnt, wenn sie auch 
nicht fiir Pflanzenphysiologen, sondem fiir Tierarzte geschrieben ist: 
„Gifte im engeren Sinne sind solche unbelebte chemische Stoffe, welche 
schon in geringer Menge und bei gewohnlicher Art der Einverleibung 
regelmaBig erhebliche Stdrungen der Korperfunktionen hervorrufen.“ 
Zu einer solchen engeren Begrenzung des Giftbegriffes mag man leicht 
kommen, wenn man bedenkt, daB recht wechselnde Mengen der ver- 
schiedenen Stoffe eine Giftwirkung hervorrufen. So verhalten sich 
beispielsweise bei Aspergillus niger die schadigenden Wirkungen von 
A mmonsulfat zu denen von Zinksulfat bzw. Phenol wie etwa 500 : 13 : 1, 
d. h. es muB, roh ausgedriickt, fiir die gleich starke Schadigung, die wir 
mit einer bestimmten Menge Phenol erzielen, ungefahr die 13 f ache Menge 
Zinksulfat und ungefahr die SOOfache Menge Ammonsulfat angewendet 
werden, wenn die iibrigen Bestandteile der Nahrlosung in ungefahr 
normalen Mengen vorhanden sind. Da gerade das Ertragsgesetz uns 
auf Schritt und Tritt lehrt, daB die Wirkung eines Stoffes mehr oder 
weniger von den iibrigen Bedingungen abhangig ist, soil der aufgestellte 
Vergleich nur die groBen Unterschiede in der W irkung der verschiedenen 
Stoffe zeigen und den einzelnen Zahlenangaben hierbei keine allzu 
groBe Bedeutung beigelegt werden. 

Definitionen fiir „Gift“, wie die obigen, mogen unter Umst&nden 
vorteilhaft sein, um bei der Beschreibimg einer bestimmten Materie 
nicht ins Uferlose zu geraten. Ob sie zu einer tieferen Erfassung der 
physiologischen Vorg&nge bei der Giftwirkung einen Beitrog zu liefem 
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vermdgen, bezweifle ioh. Es diirfte in diesem Falle vielxnehr in einer 
derartigen Definition die Gefahr liegen, daB der Weg zn dem gesteckten 
Ziele von vomherein verbaut wird. Denn es handelt sich bier um nichts 
anderes als die „kleine“ Frage, ob wir uberhaupt ein Recht haben, 
von einem Gtegensatz zwischen „N&hrstoff“ und „6ift“ zu sprechen, 
wenn — wie nacb Benecke-Joat — auch unentbehrliche N&hrstoffe 
giftig wirken konnen, und wenn uitngekebrt Stoffe, die zeitweilig als 
Gifte angesehen wurden, als Nahrstoffe erkannt werden. Jenes zeigt 
ubrigens jede Ertragskurve eines Nahrstoffes, wenn man nur den ab- 
steigenden Ast berucksichtigt. Wo liegt femer, wenn man dem die 
Definition nach Benecke-Joat entgegenbalt, SuBerlicb sichtbar die 
Grenze zwischen osmotischer und chemischer Wirkung? Aus diesem 
Grunde halte ich vorlaufig den von W. Hevhmr (11) vertretenen Stand* 
punkt fur zweckm&Biger, unter Giftwirkung uberhaupt jede durch 
Einwirkung von Stoffen verursachte Hemmung des normalen Stoff- 
wechsels zu verstehen. 

Die mit Phenol und Quecksilber durchgefiihrten Versuche sollten 
zeigen, ob zwischen den Nahrstoffertragskurven und den Ertrags- 
kurven von Stoffen, die nach der iiblichen Ansicht zweifelsfrei fur Gifte 
gehalten werden, grundsatzliche Unterschiede bestehen. Dabei kam 
im Falle von Phenol und Sublimat in erster Linie das Schadigungsgebiet 
in Frage. 

Komme ich zum SchluB dieser Betrachtungen nochmals auf die 
eingangs gestellte Frage zuriick, ob der Begriff „Nahr8toff“ so selbst- 
verstandlich ist, daB man eine Auseinandersetzung mit ihm in den 
Lehrbuchern uberg('hen konnte, so mochte ich nunmehr feststellen, 
daB dies keineswegs der Fall ist, imd daB die Wissenschaft, wie wir 
gesehen haben, vielmehr zu einer tieferen Erfassung der Begriffe ,,Nahr- 
stoff“ und „Gift“ noch nicht gekommen ist. 

2. Yorversuohe iiber Kohlebehandlung. 

Die Ergebnisse der ersten Zinkversuche waren wenig zufriedenstellend, 
denn die Ertragsunterschiedo zwischen den Kulturen mit imd ohne Zink 
waren &uBerst gering. Die Herstelhing einer annahemd hiologiech zinkfreien 
Nfidirldsung in grdBeren Mengen durch Behandlung mit Kohle — wie es 
auch Bortela \md Roherg gemacht hatten — schien doch nicht so einfach 
zu sein, und ich entschloB mich dahor, zun&chst die Fehler meiner Be- 
handlungsweise ausfind g zu inachen, 

Der Kohlebehaudlimg liegt der Gedanke zugrunde, die in der N&hr- 
Ibsxmg voihandenen Spuren von Metallsalzen bei schwach alkalischer 
Riaktion in unlOsliche Verbindimgen wie Phosphate, Hydroxyde usw. 
iiberzufiihren, damit sie von der Kohle adsorbiert werden kdnnen. Eine 
zu Starke Verringerung oder Eih^hung der alkalischen Reaktion kann den 
gewiinschten Erfolg mehr oder weniger gef^rden. Es ist deshalb zweck- 
m&6ig, jeden in die N&hrlOsung gebrachten Bestandteil auf seine Reaktion 
sorgsamst zu priifen. So hatten z. B. die schlechten Ergebnisse meiner 

3 ^ 
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ersten Versuohe ihre Ursache sum Teil darin, daB die von mir benutzte 
Koble, die l&ngere Zeit im Laboratorium gestanden hatte, damit behandeltes, 
doppelt destilliertes Wasser bssw. die N&hrldsung ziemlich sauer machte. 
Ich verwendete deshalb nach diesen miBlungenen ersten Versucben neue 
Carbo med. Merck, femer Carbo animalis Merck und Carboraffin (Lurgi), 
um gleiohzeitig die Leistungsf&higkeit der ersten gegeniiber anderen Kohle- 
arten zu priifen. Bei den neuen Versucben ging ich zun^hst von dem 
Gedanken aus, daB die alkalische Beaktion der Ldsung durch KaHP 04 in 
der Hitze zunimmt, und es schien mdglich, daB die Ausf&ll\ing der Metall- 
spuren dadurch beschleunigt wiirde. Ich versuchte daher die Behandlung 
mit den genannten drei Kohlearten einmal mit kochender Ldsung, das 
andere Mai lieB ich die L5sung mit der Kohle unter 6 fterem Umschiitteln 
etwa 24 Stunden stehen. In der heifien Ldsung ware Magnesium als Phosphat 
ausgefallen. Um dies zu vermeiden, behandelte ich das Magnesium, getrennt 
von den ubrigen Bostandteilen der Nahrlbsimg, mit Kohle in der Kalte 
bei schwach alkalischer Beaktion (Zusatz von K 2 HPO 4 ). Kohle verwendete 
ich stets in 6 %iger Aufschwemmung. Die Zusammensetzung der Nfihr- 
I5sung war die gleiche, wie sie bei den Versuchsbedingungen angegeben ist 
Die Ergebnisse waren bei der in der Kalte behandelten L^simg bedeutend* 
besser. Nach siebentagiger Wachstumszoit betrugen die Mycelgewichte : 



Carboraffin 

Carbo medic. | 

1 Carbo anim. 


Hltzo 

Kalte 

Hitze 

Kttlte ' 

1 Hitze 

Kalte 

Ohne Zink .... 

322 

T 

216 1 

1 343 

114 

237 

137 

Mit Zink 

1060 

869 1 

954 

853 

1056 

949 


Die giinstigste Wirkimg hatte auch hier Carbo med. Merck aufzuweisen, 
imd ich verwendete fiir die weiteren Versuche nur dieso Kohle. Carbo- 
raffin wird nach einer mir spater bekannt gewordenen Angabe (29) mit 
Zinkchlorid aktiviert, imd es ist mfiglich, daB ihre schlechtere Wirkung 
zum Teil dadurch verursacht wurde. Aber auch jetzt waren die Ergebnisse 
noch weit von den von Bortels und Roberg erhaltenen entfemt. Die besseren 
Ergebnisse bei den Zink-Nullgaben der in der K&lte behandelten L 6 sung 
veranlaBten mich, zu priifen, ob nicht auch die Einwirkungszeit einen 
EinfluB auf die Beseitigung der Metallspuren hat. Ich setzte zu diesem 
Zwecke eine bestimmte Menge Losimg an, gab die Kohle hinzu, schiittclte 
bfters und filtrierte nach Ablauf bestimmter Zeiten von der gut durch - 
geschiittelten Losung einen bestimmten Toil ab. Die in L^isung verbleibende 
Kohle hat auf diese Weise im Verhaltnis zur Fliissigkeit nicht allzusehr 
zugenommen. Die Ergebnisse des nach 7 Tagen beendigten Versuches sind : 


Kohle- 

behandlungsdaner 

Obne Zink 

Mit Zink 

Va Tag 

118 

985 

IVa » 

114 

1017 

2Va » 

71 

1069 


Bei einem dnderen Versuch hatte ich die Kohle, deren Wirkung bei 
l&ngerem Aufbewahren in den angebrochenen Paketen wesentlich abnehni, 
einem Vorschlag Hofmanns (12) folgend, zuvor auf 260 bis 300® erhitzt, 
um sie zu aktivieren. 
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In welchem MaOe die Aktivitat der Kohle bei der Adsorption eine 
Bolle spielt, ist aus einer Arbeit von K. Skumhurdis (28) ersichtlich. Die 
dort vorhandenen Kurven zeigcn, daB durch eine inaktive oder durch eine 
halb aJctive Kohle eine quantitative Entfemung eines Stoffes aus einer 
Ldsung entweder unm/5glich oder erst mit riesigen Mengen Kohle mdglich 
ist. Aber auch bei aktiven Kohlen ist die voUstandige Entfemung eines 
Stoffes von der verwendeten Kohlemengj abhangig. Qestatten die Versuchs- 
ergebnisse betreffs der bendtigten Kohlemenge zwar keine direkte tJber- 
tragung auf die vorliegenden Verbal tnisse — es handelte sich in dieser 
Arbeit um die Entfemung organischer Stoffe aus Wasser — , so diirften 
sie immerhin nicht uninteressant sein. Je nach Kohleart bendtigte Skum- 
hurdie 10 bis 16 g Kohle je 100 ccm Wasser. Ich glaube zwar nicht, daB 
bei meinen bei den Versuchen mit verschiedener Kohlebehandlungsdauer 
das Versuchsergebnis durch die vielleicht mit fortschreitender Behandlungs- 
zeit etwas grdBer gewordeno Kohlemenge beeinfluBt worden ist. Denn 
wenn gar keine Kohle aus der Lfisung auf das Filter gekommen ware, dann 
hatte die Kohlemenge bei dem folgenden Versuche, bei einer urspriinglichen 
Fliissigkeitsmenge von 1000 ccm und bei 60 g Kohle, am zweiten Tage nach 
Filtration von 1 60 ccm erst von 5 auf 6,9 g pro 100 ccm zugenommen, 
wodurch meines Erachtcns kaum der Ertragsriickgang um iiber 50% 
erklart worden kann. Das Gleiche gilt fur den folgenden halben Tag. Erst 
am dritten Tage hatte die Kohlemenge, immer unter der Voraussetzung, 
daB keine Kohle aus der Losung auf das Filter gekommen ware, 9,1 g pro 
100 ccm Losung, also nicht ganz das Doppelte, betragen. In Wirklichkeit 
aber wurde die Losung, wie oben mitgeteilt, vor der Filtration gut durch- 
geschiittelt und absichtlich Kohle auf das Filter gebracht. Die Angaben 
von Shumbiirdis iiber die benotigten Kohlemengen halto ich bei womoglicher 
Wiedorholimg der Zinkversuche von anderer Seite unter Umstanden fur 
wertvoll, wenn in einem solchon Falle die Kohlebehandlung mit 5”o Kohle 
nicht den gewiinschten Erfolg haben sollte. Nachdom BortelSy Roberg imd 
ich standig nur 6”(, Kohle verwendet haben, konnte es den Anschein er- 
wec’ken, als ob dies in jeder Beziehimg optimale Mengen seien^. Weiter 
sei aus einer anderen Arbeit von Skumhurdis (29) mitgeteilt, daB Carbo- 
raffin, Knochenkohle und in etwas starkerem MaBo Carbo med. Merck 
als saure Kohlen zu betiachteu sind. Sie bewirken also einen Aziditats- 
anstieg der Losung im Gk^geiisatz zu den alkalischen Wasserdampfkohlen 
Supra Norit 6 > , 4 X und Norit 3 X , Sujra Norit 6 X wurde von 
O. A/ete (14) mit gutein Erfolge verwendet, imd es ist nicht ausgeschlossen, 
daB diese Kohleart fiir die Beseitigimg der Metallspuren aus der Nahr- 
losung besser geeignet ware als Carbo med. Merck, 

Fiir die Aktivierung dor Kohle benutzte ich eine Vorrichtung, wie sie 
zur Bestimmung des Antiinons als Trisulfid (30) verwendet wird, lediglich 
mit der Anderung, daB das enge Ansatzstiick des Glasrohres zugeschmolzen 
und der Kork mit einem Glashahn versehen war. Aus der Kohle ging beim 
Erhitzen reichlich Wasser weg. Zweeks Bosoitigung der eventuell bereits 
in der Nahrlcfeung vorhandenen Sporon von Mikroorganismen hatte ich die 
Nahrlosung einmal im stromenden Dampf vor Zugabe der aktivierten Kohle 
sterilisiert. Fiir die + -Zinkgabe war diesmal nur ein Teil der am fiinften Tage 


^ Im Zusammenhang damit sei auch auf die Arbeit von Roberg (26) 
hingewiesen, in welcher die gesamte Verfinderung, die eine NAhrl6simg durch 
die Kohlebehandlung erf£dirt, genauer imtersucht wurde. 
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fUtrierteix Ldsung verwendet worden. Die Mycelien des auf dieoen Kdlbohen 
gewaohsenan AspergiUua waren bei der Emte (aohter Tag) bereits in Autolyse 
ubergegangen und batten vorher sioher ein Qewicht von rund 2 g erraic^t. 



1 Eoblebehandlung 
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Die erhaltenen Mycelgewichte 2eigen, daB das Erhitzen der Koble 
deren Leistimg wesentlich gef5rdert hat. Die beiden Versuche zeigen 
femer, daB auch die Einwirknngazeit einen EinfluB auf die Beseitigung der 
Metallspuren hat. Die Keaktion der Lbsung wird dabei ebenfalls von der 
Kohle beeinfluBt, indem die OH-Ionenkonzentration immer mehr abninmit, 
und schlieBlich die Lbsung schwach sauer reagiert (fiinfter Tag), wie man 
mit Lackmuspapier nachweisen kann. Auf diese Weise konnten Metall- 
spuren aus der Kohle wieder in Lbsung gehen, und die Folge war ein An- 
steigen des Mycelgewichts. Die Ergebnisse stehen zimkchst im Gegenaatz 
zu den von Bortela und Roberg erhaltenen, denen es gelang, bei nur kurzer 
Behandlungszeit mit Kohle den gewiinschten Erfolg zu erzielen. Er- 
kl&rungen fiir die Unterschiede zu geben, ist eine leichte Sache, schwieriger 
allerdings der Beweis, daB der oder jener Umstand auch wirklich die Ursache 
war. Da es aber nicht meine Aufgabe war, die Adsorptionsvorgange an der 
Kohle zu untersuchen, habe ich mich mit dem erzielten Erfolge zufrieden 
gegeben, wenn es auch umsttodlich war, die Lbsung erst einige Tage mit 
Kohle stehenzulassen, bis ich die Kiiltiiren ansetzen konnte. Als einen 
Qrund, der mbglicherweise fiir die verschiedene L&nge der nbtigeh Behand- 
lungszeit in Betracht kommen kbnnte, mbchte ich anfiihren, daB ich mit 
hbherenZuckerkonzentrationen arbeitete als die genannten Verfasser, und daB 
somit die Viskositat der Lbsung auch eine hbhere war. Pemer sind nach 
Roberg die Hauptverunreinigungen gerade in dem Zucker vorhanden. Auch 
sei an dieser Stelle bereits erw&hnt, daB die Methode bei meinen letzten Ver- 
suchen versagte. Als ich die gleiche Kohle aus einem anderen Grunde mit 
durch K|HP 04 alkalischgemachtem, doppelt destilliertem Waaser ebenfalls 
3 Tage stehen lieB, waren betrkchtliche Mengen Eisen trotz alkalischer 
Reaktion in Lbsung gegangen, die in dem Filtrat bei langerem Stehen oder 
beim Kochen ausfielen. Wenn aber Eisen in solchen Mengen in Lbsung gehen 
kann, ist es wahrscheinlich, daB auch Spuren von anderen Metallen dasselbe 
tun, so auch von Zink. Bei derartigen Beobachtungen darf man nicht ver- 
gessen, daB es unmbglich ist, ein Produkt von sttodig gleichem Adsorptions - 
wert herzustellen. Schwankimgen in der Adsorptionskraft miissen in diesem 
Falle, wo es sich um Mengen handelt, die chemisch SuBerst schwierig noch 
einwandfrei nachzuweisen sind, besonders stark zum Ausdruck kommen. 

Zusammenfassend llkBt sich iiber die Kohlebehandlung sagen, daB 
die Reaktion der Lbsung, wie bereits von anderer Seite betont wurde, 
eine wichtige RoUe spielt, und die Adsorptionskraft der Kohle bei l&ngerem 
Stehen zweifelsohne abnimmt. Roberg versuchte sich davor zu sohiitzen, 
indem er die Kohle in GlasgefaBen aufbewahrte ; ich habe die Aktivierung 
der Kohle vor dem Gebrauch vorgezogen. Im iibrigen scheint es mir, 
gerade unter Bezugnahme auf meine letzten Versuche, unmbglich zu sein, 
ein stfindig passendes Rezept fiir die Kohlebehandlung zu geben. 





Nfihrstoffwirkuzig und Giftwirkung bei Aspergillus niger. 


39 


Schliefilich sei nooh erw&hnt, daB Roberg auch den Versuch machte, 
die KAhrldsung durch bloBes Aufkochen und Filtrieren von den Metalb 
spuren zu befreien. Die von ihm so erhaltenen Mycelgewichte, die fast 
ebenso gering sind wie in den Zink-Nullgaben der mit Kohle behandelten 
Kihrldaung, erwecken den Anschein, dafi es ihm gelungen sei. Ich hatte die 
Methods ebenfalls probiert, weil es mir auf diese Weise mdglich gewesen 
w&re, einmal in der gleichen Zeit eine grdQere Anzahl von Versuchen durch- 
zufiiJ^en, femer aber dadurch den N*achteil der Kohlebehandlung zu 
vermeiden, dal3 die Kohle stets au6er den Schwermetallen auch andere 
Bestandteile der N&hrl6sung adsorbiert, und daB daher die Zusammensetzung 
der Ldsimg nach der Kohlebehandlung etwas vertodert ist. Die von mir 
erhaltenen Ergebnisse lessen es aber fraglich erscheinen, ob die durch 
Kochen der Ldsung in den Zn-Nullgaben erhaltenen geringen Mycelgewichte 
allein durch das Fehlen von Zink verursacht sind. Es machte mir vielmehr 
den Eindruck, als ob dieses geringe Wachstum auch durch das Fehlen von 
noch nicht naher bekannten anderen Stoffen verursacht wiirde, die Asper- 
gillus niger zu seinem Wachstum ebenfalls ben5tigt» und die bei der Kohle- 
behandlung aua der Kohle in L6sung gehen. Ich hatte beispielsweise in 
einem derartigen Versuche einon Teil der Nahrlosung wie gewdhnlich mit 
Kohle behandelt, den anderen Teil dagegen nur gekocht und filtriert. Die 
Mycelgewichte der mit Kohle behandelten Losung waren drei- bis viermal, 
in den niederen Zn-Gaben sogar fiinf- bis sechs- bis achtmal so hoch wie 
die der gekochten Nahrlosung. Um welche Stoffe es sich hierbei handeln 
kiOnnte, kann ich natiirlich bei den wonigen Versuchen nicht sagen. 

8. Die Yersuclisbedingungeii* 

Die von mir verwendete Nahrlosung hatte folgende Zusammensetzung: 

Wasser, doppelt destilliertes 1000 ccm 

Rohrzucker 250 g 

Sekundares Kaliumphosphat 5 g 

Kaliumsulfat 2 g 

Natriumnitrat verschiedene Qaben 

Magnesiumsulfat pro analysi Merck ,,, , 1 g 

Eisensulfat ,, „ „ ... 0»5 g 

Kupfersulfat „ „ „ .... 0,002 g 

Zinksulfat ,, „ „ ... steigende Gkiben 

Rohrzucker, sekundares Kaliumphosphat, Kaliumsulfat imd Natrium- 
nitrat wurden mit der entsprechenden Menge Wasser angesetzt, einige 
Tropfen Phenolphthalein zugegeben und einmal im str5menden Dampf 
sterilisiert. Reagierte die Ldsung nach dem Erkalten zu schwach alkalisch, 
so gab ich eine Spur Natriumcarbonat hinzu imd danach die insEwischen 
aktivierte Kohle. Das Magnesiumsulfat der verschiedenen Nitratgaben 
wurde zusammen in 100 ccm Wasser geldst und der Fliissigkeit 0,6 g KtHP 04 
imd 6 g Kohle zugegeben. Die L5sungen blieben nun 72 Stunden unter 
h&ufigem Umschiitteln stehen, danach wurde filtriert, Magnesium, Eisen 
und Kupfer zugegeben, die Ldsimg zu je 26 ccm in 100 com Erlenmeyer- 
Kdlbchen abpipettiert und danach die verschiedenen Zinkmengen aus 
Zinkldsimgen verschiedener Konzentrationen hinzugefugt. Fiir die Zink- 
Nullgaben wurden immer die gleichen Kdlbchen verwendet, die nach jeder 
Benutzung einige Tage mit Chromschwefels&ure stehen blieben. Danach 
wurden sie mit doppelt destilliertem Wasser ausgespiilt und 1 Tag mit 
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doppelt destilliertem Wasser stehengelassen, damit jeder SAurerest be- 
seitigt war. Die mit KAhrldsung versehenen Kdlbchen sterilisierte ioh einmal. 
Naoh dem Erkalten wurden sie mit einer Sporenaufsohwemmung von 
Aspergfillus niger (alter OdUinger Stamm) — das doppelt dest. Wasser 
hierfiir war ebenfalls mit K 2 HPO 4 imd Kohle behandelt worden — geimpft 
nnd, soweit nichts anderes angegeben, 5 Tage bei 25 i 1 ® C in den Brut- 
schrank gestellt. Danach wurden die Kulturen geemtet, wobei noch vor- 
bandene PhosphatniederschlAge in den Kulturen mit hohen Zinkgaben 
zuvor durch einige Tropfen Schwefelsaure geldst worden waren. Die 
Mycelien wurden im Brutzimmer mehrere Tage vorgetrocknet, dann noch- 
mals 24 Stunden in den Trockenschrank bei 100® C gestellt und anschlieBend 
gewogen. Ich arbeitete stAndig mit fiinf Parallelen. 

Die Verwendung von Natriumnitrat statt Ammonsulfat als Stickstoff- 
quelle geschah aus verschiedenen Griinden. Einmal fiel Magnesium in 
der schwach alkalischen Losung bei Gtegenwart von Ammoniak ztun Teil 
als Magnesiumammoniumphosphat aus. Dadurch wurde nicht nur die 
Zusammensetzung sondern auch die Roaktion der Losung verandert. 
Femer liegt der absteigende Ast der Zinkertragskurve bei Ammonsulfat 
als Stickstoffquelle bei niedrigeren Zinkgaben als bei Natriumnitrat. Im 
ersteren Falle wird die schadigende Wirkung nicht allein durch Zink, sondem 
auch durch don Sulfatrest bedingt, worauf Bortels ( 6 ) bereits hinweist. 
Kachdem Magnesium aber auch bei Natriumnitrat als N*- Quelle infolge 
der hohen Zuckerkonzentration ausfiel, habe ich, wie bereits erw&hnt, 
das Magnesiumsulfat vom iibrigen Teil der Nfihrlosung getrennt mit Kohle 
behandelt. 

Wurde nach Entfernung der Kohle zu dor Nahrlosung Eisen, Kupfer 
und Zink zugegeben, so fielen sie als Phosphate aus. Die Mengen von Eisen 
und Kupfer waren zwar derart iiberoptimal gewahlt, daB die nicht vbllig 
gleichmABige Verteilung in den einzelnen Kolbchen koinen wesentlichen 
EinfluB auf das Mycelgewicht hatto. Aber bei den hOheren Zinkgaben, die, 
in Losung vorhanden, die Entwicklung bereits hemmten, koimte in diesem 
Falle das Wachstum doch ungehindert einsetzen, weil das Zinkphosphat 
erst allmahlich mit fortschreitendem Wachstiun in Losung ging; der Pilz 
war dann gegen Schadigungen nicht mehr so empfindlich. Urngekehrt 
muBte das Wachstum in diesem Falle zum Stillstand kommen, weim alle 
Phosphorsaure durch Zink in Form von Zinkphosphat gebunden war, 
und die Wachstumshemmung war dann nicht durch Zink, sondem durch 
das Fehlen von Phosphorsaure bedingt. Idealer ware also eine NahrlOsung 
gewesen, in der die Metallsalze, durch Zugabe von Citronensaure oder 
Citraten beispielsweise, in LOsung gehalten worden waren. Derartige Zusatze 
waren aber erst nach der Kohlebehandlung moglich gewesen, weil sonst 
die Metallspuren in komplexer Form in Ldsimg geblieben und nicht von 
der Kohle adsorbiert worden wAren, und die freie SAure hatte dazu noch 
die Reaktion gestbrt. Andererseits hatte ein derartiger Zusatz zur gereinigten 
L5sung infolge der nicht geniigenden Reinheit eines solchen Praparates 
und der UnmAglichkeit, die Veninreim'gungen v611ig zu beseitigen, den 
Erfolg der Kohlebehandlung wieder aufgehoben. Ja, selbst in einer schlecht 
gereinigten L5sung konnte bei geniigend alkalischer Reaktion der Pilz in 
den KuUgaben sqin Wachstum nur langsam beginnen, weil die MetalL 
spuren, von den dem Ldslichkeitsprodukt entsprechenden geringen Mengen 
abgesehen, ungeldst vorhanden waren, wahrend sie ihm bei Zugabe von 
CitronensAure von Anfang an zur Verfiigung standen. Die Wachstums- 
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kurve war deshalb bei derartigen Versuchen im letzterwkhnten Falle be> 
de^tend steiler. Die Vorteile einer Verwendung von Citronensaure schienen 
mir die dabei eventuell auftretenden Naohteile nicht zu iiberwiegen, und 
aus diesem Gninde unterlieB ich den Zusatz mit Ausnahme des zuletzt 
beschriebenen Versuches, wo er besonders erwShnt ist. 

4. Die N&brstoffwirkung. 

Als derzeitige Charakteristika einer Nahrstoffertragskurve stellen 
A. Rippel und R. Meyer (22) fest: die Nullbedingung, das Vorhanden- 
sein eines Maximums, welches sich mit steigender Konzentration bzw. 
mit fortschreitender Entwicklungszeit nach hoheren Nahrstoffgaben 
verschiebt, die Konstanz der Anstiegstangente innerhalb gewisser 
Grenzen und den Wendepunkt im absteigenden Ast. Die Frage, ob 
beim Zink ahnliche Erscheinungen auftreten und welche, soil im folgenden 
behandelt werden. Als Funktionswcrt fur die Ertragskurven wurde daa 
arithmetische Mittel aus den 
Werten der funf Parallelen ver- 
wendet. 

Zunachst sei die zeitliche 
Veranderung der Ertragskurvt*, 
auch als Zn - Zeitertragsgest^tz 
bezeichnet, besprochen. 

An Natriumnitrat verwen- 
dete ich bei diesen Versuchen 
auf 100 ccm Wasser 2 g. Die 
Durchschnittswerte der Myccl- 
gewichte der einzelnen Zn- Gabion 
und die mittleren Schwankungen 
zu Abb. 1 sind in Tabellc I an- 
gegeben. Trotz zweimaliger Wiederholung konnte eine einwandfreie 
Verschiebung eines oder beider Maxima, die, wie wir sehen werden, 
der Typ der Zn-Ertragskurve unter den von mir gewahlten Versuchs- 
bedingungen besitzt, mit fortschreitender Entwicklungszeit nach hoheren 
Zn-Gaben, wie sie von R. Meyer bei Stickstoff und Phosphorsaure beob- 
achtet wurde, nicht festgestellt werden, Doch halte ieh auf Grund der 
Ergebnisse anderer Versuche eine geringe Verschiebung des zweiten Maxi- 
mums, vielleicht zwischen 70 und 120 mg Zinksulfat, nicht fur aus- 
geschlossen. Fest steht jedenfalls, daD die zeitliche Verschiebung des 
zweiten Maximums nach hoheren Zn-Gaben, vorausgesetzt dafi sie vor- 
handen, begrenzt ist, also nicht uber cine bestimmte Zn-Hochstmenge 
hinausgehenkann. DasBild der^Ertragskurven verschiedener Zn-Gaben 
zeigt uns namlich, daB das eigentliche Wachstum des Pilzes, je nach der 
N-Menge, in etwa 72 Stunden beendet ist ; wahrend dieser Zeit erhdht sich 
das Pilzgewicht von ungefShr 0 auf 2 g. Die Zeitkurven sind also sehr 



Zn-Ertragskun en bei verschieden langer 
Wachstamszelt. 
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TabeUe I. 

Zn-ZeitertragBgesetz. 


Zn 

s 

!Tage 

8i/2Tage 

4Tage 

STage 

0 

2 

± 

1 

3 ± 

0,9 

3± 

0,9 

16 ± 

9,6 

0,2 

29 

± 

6,2 

64± 

14 

111± 

6,7 

1123 ± 

137 

0,4 

32 

± 

6 

78 ± 

17,5 

265 ± 

78 

1196 ± 

145 

1 

88 

i 

21,7 

170 ± 

67,2 

626 ± 

118 

1432 ± 

84,6 

2 

80 

± 

7,2 

187 ± 

60 

797 ± 

76 

1867 ± 

88 

4 

116 

± 

37 

319 ± 

67,5 

574 ± 

84,5 

1279 ± 

69,5 

10 

98 

± 

11 

196 ± 

40 

675 ± 

83 

1197 ± 

46,6 

20 

96 


26,8 

264 ± 

95 

797 ± 

150 

1166 ± 

69 

80 

111 

± 

28,2 

179 ± 

23,6 

606 ± 

32,5 

1136 ± 

92,6 

40 

108 

± 

27,6 

228 ± 

46 

638 ± 

56 

1122 ± 

25,8 

50 

108 

± 

11.7 

194 ± 

40 

682 ± 

78,6 

1081 ± 

39,4 

60 

90 

± 

12,6 

189 dz 

62 

598 ± 

68 

1065 ± 

82 

70 

98 

± 

10,3 

223 ± 

34 

683 ± 

104 

1078 ± 

75,4 

80 

111 

± 

33 

266 i: 

88 

733 ± 

67,6 

1162 ± 

61 

90 

97 

± 

12,4 

197 ± 

22,1 

676 ± 

100 

1178 ± 

98,6 

100 

86 

± 

20,2 

94 ± 

12,5 

635 ± 

69 

1220 ± 

76 

110 




76 ± 

16,6 

400 ± 

91,2 

1076 ± 

110 

120 


— 


56 ± 

14,8 

301 ± 

74 

874 ± 

118 

130 


— 


— 


133 ± 

63 

366 i: 

50 

140 


— 


— 


67 ± 

15 

37 ± 

26 

150 


— 


— 


— 


13 i: 

7 


Zn = mgZnS04. 711*0/25 com Nahrlbsttng, N = gNaNOs/lOO com 
HgO, Mycelgewicht in mg. 


steil. Bei Zn*Gaben iiber 100 mg verlauft die Kurve zunachst fast 
wagerecht und erst nacb einer bestimmten Zahl von Tagen setzt der 
steile Anstieg ein. Je langer dieser zunachst wagerechte Verlauf der 
Kurve dauert, eine um so grdflere Menge Zucker wurde vom Pilz in- 
zwischen bereits veratmet, und wahrscheinlich aus diesem Grunde sind 
die Hochstmycelgewichte hier niedriger als bei geringeren Zn-Graben. 
Es sind die Verhaltnisse bei Zink, was die ^Ertragskurven verschiedener 
Zn-Gaben betrifft, also ahnlich denen von Stickstoff oder anderen 
Neutralsalzen, wie sie von JR. Meyer (15) und W. Eetor (8) festgestellt 
wurden. 

Das Zn-N-Ertragsgesetz zeigt uns die Abb. 2a und 2b. Die den 
Kurven entsprechenden Werte sind in TabeUe II angegeben. Auf- 
faUend ist auch hier die Kurvenform, wenngleich solche Sattelkurven 
bereits ofters beobachtet worden sind. So fand z. B. Arrhenius ^ nach 
K. Boresch [(4), S. 166], zwei Produktionsmaxima fur die Abhangigkeit 
•des Ertrages einzelner Kulturpflanzen von der Bodenreaktion. Da ich 
w&hrend der ersten Versuche die Kolben derart im Brutschrank stehen 
hatte, daB in jedes Each eine Ertragsreihe kam, und zwar die niedrigen 
Z[n-Gaben jeder Beihe an die Buckwand, die hochsten Zn-Gaben an 
die Tiir (= Aufstdlung I), w4re es auch mdglich gewesen, dafi das 





Tabelle II. Zn-I^-Srtragsgesetz. a) Zinkertragskurven. 
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erste, &u0erst spitze Maximum durch die Anordnuiig der Kolbchen im 
Brutschramk bedingt gewesen sei. Bei sp&teren Versuchen stellte ich 
daher zwar auch je eine Ertragsreihe in je einFach, aber jetzt zunilchst 
von den verschiedenen Zn-Qaben jeder Reihe die ersten Kolben an die 
Biickwand, dann von alien Gaben die zweiten Kolben usw., um auf 
diese Weise eine moglichst gleichmfirBige Verteilung der Kolben in 
einem Fach zu erzielcn (= Aufatellnng II). Auch hier traten die beiden 
Maxizna wieder auf. Es muB also angenommen werden, daB diese 
Sattelkurven nicht durch eine ungleichmaBigo Anordnung der Kolben 
im Brutschrank bedingt sind. Wohl habe ich daneben auch Kurven 
mit nur einem Maximum erhalten. Addiere ich die Ertragskurven mit 



Zn-Ertragskurven bei verschiedenen Nltratgaben, 

einem und mit zwei Maxima, so verhalten sich jene zu diosen wio 1:3 — 4. 
Um MiBverstandnisse zu vermeiden, sei crwahnt, daB die beiden dies- 
beziiglichen Kurvenbilder (Abb. 2a und 2b) die Ergebnisse zweicr zu 
verschiedener Zeit angestellter Vorsuche sind, wobei die Kolben bei 
Abb. 2 a in der zuerst erwahnten, bei Abb. 2 b in der zweiten und viel- 
leicht gleiohmaBigeren Reihenfolge aufgestellt waren. Nur durch diese 
verschiedene Aufstellung ist es verursacht, daB der abstcigonde Ast 
bei Abb. 2 b erst bei hoheren Zn-Gaben liegt. 

Die Lage des ersten und zunachst hoheren Maximums dor Zn- 
Ertragskurven befindet sich bis einschlieBlich 8 % Natriumnitrat 
zwischen 0,2 und 2 mg Zinksulfat. Oberhalb 8 % tritt ein Wechsel 
ein; das hohere Maximum liegt jetzt bei etwa 80 mg, bei 16 und 20% 
Natriumnitrat ist nur noch ein Maximum vorhanden, ebenfalls um 
80 mg Zinksulfat herum, Konnen diese bei den hoheren Zinkgaben 


* Abb. 2a zeigt atif Grund der Kurve von 0,05 % Nitrat, daB die 
Anstiegstangente der N-Ertragskurven weitgehend unabhangig von der 
Zn-Gabe sein muB. 
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liegenden Maxima der Kurven von 12 und 16% Natriumnitrat als 
normal angesehen werden, oder fiind es Zuf allserscheinungen ? Zur 
Beantwortung dieser Frage wurden in Abb. 3a aus den Abb. 2 b zu- 
grunde liegenden Zahlen drei Punkte der N-Ertragskurven bei ver- 
schiedencn Zn-Gaben konstruiert. Man sieht, daB die Kurven von 80 
und 100 mg Zinksulfat die von 2 mg uberschneiden. Die gleiche Er- 
scheinung beobachtet man auf dem Kurvenbild steigender Stickstoff- 
mengen bei verschiedenen Zn-Gaben (Abb. 3b), und dieses Ergebnis 
ist durch eine weitere Wiederholung nochmals bestatigt worden. Die 
Lage des hoheren Maximums von 8% Natriumnitrat an bei hoheren 
Zn-Gaben muB demnach als wirklich angenommen werden. 



N-Ertragskurvon bei ^e^schIe(lenen Zn-Mengen 

Abb. 3b z<*igt uns feiner, daB erne Maximumverschiebung bei 
Stickstoff auch m Abhangigkeit von der Zn-Gabe zwischen 0 und 2% 
Natriumnitrat vorhanden iht, obgleich diesmal die Werte der Zn-NuD- 
gabe sehr schlecht ausgefallen sind Dies ist der bereits bei der Kohle- 
behandlung (auf S. 38) eiwahnte Fall. Doch geht die Abnahme der 
Ertrage der Zn-Nullgaben bei steigenden N-Mengen auch aus anderen 
Versuchen hervor. 




I 0,05 o/o NaNOa 

0,>o/o NaNOi 

2 0/o NaNOd 




1 "‘K 1 

mg 

mg 

Mycelgewiehte 

1 

79 1 

27 

8 

der Zti-Nullgaben 

42 1 

22 

6 

anderer Versuche 

{ 


133 

51 


Wer die Zn-Ertragskurve lediglich bei einer Stickstoffgabe unter- 
suchen will, verwendet vorteilhaft eine hohere N-Gabe wie 2 bis 4% 
NaNOg, well die Nullbedingung hier viel leichter erreicht wird. Es 
handelt sich in diesem Palle wohl um die auch bei hoheren Pflanzen 
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beobachtete Erscheinung, dafi dann, wenn bei emexn N&hrstoffgemisch 
der eine Faktor fast Null wd, ein anderer Faktor scbon bei Konzen- 
trationen scMdlich wirkt, die bei Besserstellung des ersten Faktors 
keinerlei Schadigimg hervomifen wiirden. Bei hohen Zn-Qaben beob- 
aohtet man eine Biicklaufigkeit des Maximums innerhalb des Bereiches 
von 2 % NaN O 3 und Null. Da 0,2 mg Zinksulfat, vielleicdit auch bereits 
0,1 mg und noch weniger, je 25 com N&hrlosung fur die ganze Maximum- 
verschiebung geniigen, wird es verst&ndlich, warum bei der Unter- 
suchung des Zn-<-Ertragsgesetzes (Abb. 1) keine Maximumverschiebung 
bei den niedrigen Zn- Gabon festgestellt werden konnte, 

AbschlieBend sei noch angefuhrt, dafi die Nullbedingung fiir Zink 
auch in den Untersuchungen von BorteU, Roberg und SteMerg fest- 
gestellt worden ist. Die Anstiegstangente wurde im Bahmen dieser 
Arbeit nieht untersucht, weil diese Versuche nicht nur ein auBorstes 
MaB von Exaktheit, sondem auch einen erheblichen Zeitaufwand 
erfordcm. Die erhaltonen Versuchsergebnisse machen es aber wahr- 
scheinlich, daB sie zum mindesten uber 12 % Natriumnitrat hinaus 
inkonstant wird und einen anderen, niedrigeron Wert hat wie unter- 
halb 12%. Die von A, Rippel und R. Meyer (24) beobachtete zeitliche 
Veranderlichkeit der Anstiegstangente ist naeh Abb. 1 auch bei Zn 
vorhanden. 

Die Ergebnisse zeigen somit, daB bei Zink als Grundfaktor in 
Ubereinstimmung mit Stickstoff und Phosphorsaure eine Maximum- 
verschiebung der N-Ertragskurven mit steigenden Zn-Mengen und eine 
Biicklaufigkeit bei sehr hohen Zn-Gaben besteht, und daB femer die 
Nullbedingung erfiillt ist. Es unterscheidet sich das Zink bis jetzt von 
dem bisher am besten untersuchten Nahrstoff N durch das Fehlen einer 
zeitlichen Maximumverschiebung. Es muB jedoch abgewartet werden, 
ob nicht auch bei anderen unzweifelhaften N&hrstoffen eine solche 
zeitliche Maximumverschiebung fehlen oder doch sehr wenig in Er- 
scheinung treten kann, bevor man diese Erscheinung gegen den Nahr- 
stoffcharakter des Zmks heranziehen darf, zumal infolge des auBer- 
ordentlich steilen Anstiegs diese Verschiebung beim Zink fur das erste 
Maximum verdeckt sein konnte. 

5. Die Giftwirkung. 

Die Giftwirkung kommt sichtbar im absteigenden Ast zum Aus- 
druck. Doch miissen wir nach A, Rippel und R, Meyer (22) hemmendo 
Faktoren als von Anfang an wirksam annehmen, eine Anschauung, der 
sich auch andere Forscher angeschlossen haben. Im G^gensatz zur 
N&hrstoffwirkung, fiir die wir, wie im vorhergehenden KLapitel gezeigt 
iVutde, verschiedene Kriterien besitzen, steht uns fiir die Charakteri- 
sierung der Giftwirkung in unserem Falle nur der Ertragsriickgang als 
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Kriteriuin zur Verfiigung. In Verbindung damit kann unter Umstanden 
auch die Benicksichtigung der Neigung des absteigenden Astes von 
Vorteil sein. 

Genau genommen haben wir bei der Zn-Ertragskurve als Typ einer 
zweigipfeligen Kurve zwei absteigende Aste, von denen jeder einen 
Wendepunkt besitzt. Davon ist der nach dem ersten Maximum liegende 
analytisch selbstverstandlich. Hier soli nur der am Ende der Zn-Ertrags- 
kurve befindlicke absteigende Ast berucksichtigt werden. 

Bevor ich zur Besprechung der Phenol- und Quecksilberertrags- 
kurven ubergehe, seien zimachst die von Zink abweichenden Versuchs- 
bedingungen erw&hnt Die Kohlebehandlung wurde weggelassen, da 
das Hauptgewicht der UntersuchuHg auf die Prufung des absteigenden 
Astes gelegt wurde. Anstatt des doppelt destillierten Wassers wurde 



Phenol- (a) nnd Qnecksilber- (b) Ertragsknrven bei verschiedenen N-Gaben 

das im Institut vorhandene Regenwasscr verwendet, und der Zucker- 
gehalt der Losung wurde von 250 g/1000 com auf 220 g/1000 ccm ver- 
mindert, um die Zuckeradsorption durch die Kohle bei den Zn- Versuchen 
etwas zu berucksichtigen. An ZnS 04 7 HgO wurden 80 mg/1000 ccm 
Wasser gegeben, und die Versuchsdauer im Interesse geringerer Schwan- 
kungen auf 6 Tage erhoht. Abb 4a zeigt die Phenol-, Abb. 4b die 
Quecksilberertragskurven. Die dazugehorigen Werte sind in Tabelle III 
und IV angegeben. 


Tabelle III. Phenol-N-Ertragsgesetz. 


Phenol 

N 0,5 

N 2 

N 8 

0 

627 ± 27 

1157 ± 67,7 

1378 ± 117 


641 ± 25,8 

1802 ± 196 

1476 ± 148 


678 ± 64,6 

1312 ± 39 

1640 ± 101 


691 ± 42,3 

1396 ± 68 

1678 ± 178 

0.7 1 

704 ± 62,6 

1877 ± 46,6 

1621 ± 134 
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Tabelle III (Fortsetzung). 


Phenol 

N 0,5 

N 2 

N 8 

1 

672 ± 30 

1346 ± 63 

1446 ± 216 

3 

660 db 20,8 

1248 ± 83 

1004 ± 129 

5 

611 ± 83,2 

950 ± 194 

486 ± 172 

7 

580 ± 36,4 

637 ± 117 

176 ± 34 

9 

414 ± 69 

463 ± 228 

66 ± 23,9 

10 

343 ± 60,3 

87 ± 13 

0 

11 

226 ± 116 

73 ± 10,7 

0 

12 

75 ± 10,7 

40 ± 7,8 

0 

13 

22 ± 4,2 

0 

0 


Tabelle IV. Hg-N-Ertragsgesetz. 


Hg 

N 0,6 

N 2 

K 8 

0 

786 ± 17 

1316 ± 107 

957 ± 136 

0,1 

861 ± 128 

1321 ± 98,2 

1060 ± 211 

0,3 

799 ± 16,8 

1366 di 77 

1010 ± 130,6 

0,5 

808 ± 67,5 

1249 zt 91 

1095 ± 305 

0,7 

754 ± 16 

1251 ± 232 

933 ± 117 

1 

749 ± 33 

1296 ± 120 

692 ± 345 

1,6 

717 ± 38,2 

1196 ± 7,5 

362 ± 185 

2 

766 ± 64,2 

1216 ± 67,2 

203 ± 124,5 

3 

780 ± 61,6 

1160 ± 164 

36 ± 21,6 

4 

767 ± 72 

— 

0 

4,5 

666 ± 138 

1077 ± 168 

0 

5 

272 ± 153 

1216 ± 78,2 

0 

6 

4(1)* 

786 ± 230 

0 

7 

0 

112 (2)* 

0 


* Die In Klammern beflndhchen Zablen geben an, in wievlol Kolben noch Wachstum 
^ingetreten war. 

Von einem erschopfenden Studium des Einflusses von Phenol und 
Quecksilber auf das Wachstum von Aspergilltts niger kazm naturlich 
bei den wenigen Versuchen nicht die Rede sein. Bei beiden Stoffen 
konnte ein Wendepunkt im absteigenden Ast festgestellt werden, doch 
kommt er beim Quecksilber infolge des steilen Kurvonabfalles bei 
ungenugender Staffelung der Hg-Gaben manchmal nicht deutlich zum 
Ausdruck. Auch bei der Kurve mit 2% Nitrat in Abb. 4b ist dies der 
Fall. Da bereits bei 7 mg HgCl 2 nur in zwei Parallelen Wachstum 
eingetreten war, ist anzimehmen, daB ein nennenswertes Wachstum 
liber 7 mg nicht mehr moglich gewesen ware. Der Wendepunkt, wenn 
er in diesem Falle noch vorhanden ist, miiBte vielmehr in dem Kurven- 
stiick zwischen 6 und 7 mg Quecksilberchlorid liegcn. Ftir eine ge- 
naue Beantwortung der Frage nach dem Wendepunkt waren in diesem 
Falle die Funktionswerte fiir 5,5 und 6,5 mg notwendig, die leider 
fehlen. 

Weiter hat das Phenol mit dem Zink gemeinsam, daB sich die Kurven 
von 0,5 und 2 % Nitrat liberschneiden. Diese tTberschneidung sagt uns, 
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daS die Steigerung eines zweiten Wachstuxusfaktors (hier Stickstoff) 
die Widerstandsffthigkeit des Versuchsobjektes gegeniiber gleicb hohen 
Gaben des zu yariierenden Faktors berabgesetzt hat. Betreff des 
yiyikfl jnuS aber noch erwfthnt werden, dafi diese tTberschneidung in 
den gleichen Nitratgaben nur bei zwei Versuchen (Aufstellung I, siehe 
8. 42) auftrat, w&hrend beim dritten Male (Aufstellung 11) die Mycel- 
gewichte der beiden Ertragsreihen im letzten Teil des absteigenden 
Astes ungcf&hr gleich groB waren, und die beiden Kurven sich mehr 
Oder weniger iiberdeckten. Auch bei Quecksilber trat diese t)ber- 
schneidung nur in der Wiederholung des Abb. 4 b entsprechenden 
Versuchs ein, wahrend sie in der Abb. 4b selbst nicht vorhanden ist. 
Das heiBt natiirlich nicht, daB dann iiberhaupt keine Uberschneidung 
stattfindet ; sonst miiBten ja mit steigenden Nitratmengen iznmer groBere 
Gaben von Quecksilber vertragen werden. Das ist keineswegs der Fall, 
wie die Ertragsreihe mit 8 % Nitrat zeigt. Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB hier eine t)berschneidung der Ertragskurven vielleicht zwischen 
2 und 4% Nitrat vorhanden gewesen ware. Dieses Merkmal ist an- 
scheinend nicht ganz konstant, was vielleicht zum Teil durch die groBen 
Schwankungen im absteigenden Ast verursacht wird 

In gleioher Richtung liegt, daB Phenol und Sublimat sich vom 
Zinksulfat durch das fruhzeitige und deutliche Eintreten der Gift- 
wirkung bereits bei niederen Nitratgaben unterscheiden (8%). Im 
Gegensatz dazu vertragt Aspergilltts bei 2% Nitrat ebensoviel Zink 
wie bei den hoheren Nitratgaben von 16%. Nach Abb. 2b wirken bei 
diesen hohen Nitratgaben groBere Zinkmengen geradezu fordemd auf 
das Wachstum Ein weiterer Unterschied zwischen den genannten 
Stoffen ist der, daB die bei Phenol und Quecksilber das Wachstum 
wfihrend der Gtagigcn Versuchszeit unterdriickenden Mengen im Gegen- 
satz zu Zink auch b<‘i noch so langer Versuchszeit nicht uberwunden 
werden konnen, also anschc^inend todlich wirken Zur Nachpriifung 
dieser bei Quecksilber und Phcmol gemachten Beobachtungen war noch 
ein besonderer Versuch durchgefuhrt worden. 

Bei diesem wurde abweichend von den fniheren Untersuchungen 
Citronensaure (1,5%) zugegeben, damit die Metallsalze in Losung 
blieben. Die Nitratmcnge war 2 g/100 ccm Wasser. Der Versuch wurde 
mit drei verschiedenen Zuckermengen (5, 12 und 25%) durchgefuhrt, 
da ja nicht bekannt war, ob nicht durch die gewohnlich verwendete 
Zuckermenge von 25% bereits starkere Wachstumshemmungen bei 
sehr hohen Metallsalzgaben verursacht wurden. Wie Tabelle V zeigt, 
war die Entwicklung bei 12 % Zucker etwas besser. Von einer Wachs- 
tumshemmung durch 25 % Zucker kann aber nicht gesprochen werden. 
Angesetzt hatte ich den Versuch am 27. M&rz. Die hinter den Mycel- 
gewichten befindlichen Daten geben den Tag der Emte an. Die mit ♦ 
Arohiv fftr Mikrobiologie. Bd 6 a 
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versehenen Gewichte wurden nachtraglich, als die betreffenden Mycelien 
l&ngst in Autolyse ubergegangen waren, noch festgestellt, um zu zeigen, 
daS in diesen Gaben noch gutes Wachstum vorhanden war. Nach 
welcher Zeit in den einzelnen Gkiben das Wachstum einsetzte, ist aus 
TabelleVl ersichtlich. Man sieht, daB im G^gensatz zu Quecksilber 


Tabelle V. 


Zn 1 

6 o/o Zucker 

12 o/o Zucker 

25 o/o Zucker 

25 

660 (1 IV.) 

1068 (1. IV) 

713 (1. IV.) 

300 

400 (12. VI ) 

437 (12 VI.) 

352 (12. VI.) 


Hg 

6 o/o Zucker 

12 O/o Zucker 

26 O/o Zucker 

1 

4 

6 

581 (1. IV.) 

0 

0 

1061 (1. IV) 

350* 

0 

524 (1. rv.) 

373* 

0 

Phenol 

6 o/o Zucker 

1 12 O/o Zucker 

26 o/o Zucker 

2 

699 (31 in.) 

1124 (31. m ) 

836 (1. IV ) 

8 

586 (1 IV) 

1102 (1 IV) 

682 (1 IV.) 

12 

606 (2 rv) 

1 802 (2 IV) 

968 (2 IV ) 

16 

381* 

413* 

402* 

20 

0 

0 

0 


* Diese Gewichte stammen voq heieits in Autolyse uberj^egangeneu Mycelien 


Tabelle VI. 


Wachstums- 
heginn bei 

25 mg 
ZnS 04 

100 mg 
ZnS 04 

150 mg 
ZnS04 

200 mg 
ZnS 04 

250 mg 
Zn S O 4 

800 mg 
ZnS 04 

850 mg 
ZnSOi 




pro 25 ccm 



5% Zucker 
12 % „ 
25% , 

2 Tagp 
2 „ 

2 „ 

3 Tage 

l : 

6 Tage 
6 , 

6 „ 

10 Tage 

^2 ” i 
10 , 1 

16 Tage 
16 „ 

16 , 

1 

ungefahr 

nach 

30 Tagen 

65 Tage 
65 „ 


Wachstnms- 
beginn bei 

Phenol 

2 mg 

8 mg 

12 mg 

16 mg 

20 mg 

24 mg 




pro 26 ccm 



5 % Zucker 

1 Tag 

2 Tage 

3 Tage 

6 Tage 





12% „ 

ITag 

2 , 

I 3 „ 

6 , 

— 

— 

55 % „ 

2 Tage 

2 . 

3 „ 

6 , 

— 

— 


Wachstum s- 
beginn bei 

1 mg HgCl 2 

4 mg HgCl 2 

6 mg HgGl 2 

8 mg HgOl 2 


pro 25 ccm 


6 % Zucker 

2 Tage 

•-Ml 

_ 

_ 

12®% „ 

2 „ 

6 Tage 

— 

— 

26% , 

2 „ 

3 „ 


— 
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imd Phenol die Entwicklung des AspergtUua bei Zink mit fortschreitender 
Waclistumszeit in immer hoberen Gaben einsetzte. Der Pilz konnte 
bei Sublimat in (Jaben von iiber 4 mg imd bei Phenol in solchen von 
Tiber 16 mg w&hrend einer dreimonatlichen Versuchszeit nicht mehr 
ZTir Entwicklung kommen (Tabelle VI). Im Gegensatz dazu war bei 
Zink das Wachstum in dieser Zeit bis zu 300 mg fortgeschritten und 
hatte bei Beendigung des Versuches eben bei 350 mg Zinksulfat ein- 
gesetzt. Beriicksichtigt mufi dabei wrerden, daB die Konzentration der 
Losung inzwischen durch Wasserverdunstimg ebenfalls zugenommen 
hatte. Sollte dieses Verhalten auch bei anderen sogenannten Giftstoffen 
auftreten, dann konnte ihm vielleicht die RoUe eines Unterscheidungs- 
merkmales zukommen. Es ware weiter moglich, daB bei der Unter- 
suchung der zeitlichen Veranderung einer derartigen Ertragskurve der 
Wcndepunkt nach einer gewisscn Wachstumszeit verschwindet, wenn 
eine bestimmte hchere Gabe des zu untersuchenden Stoffes nicht mehr 
iiberwunden werden kann. Zu dieser Vermutung werde ich durch die 
beroits niitgeteilte Beobachtung veranlaBt, daB bei gutentwickelten 
Hg-Ertragskurven und bei 2% Nitrat, wo also die beste Entwicklung 
vorhandcn wai’, das Vo handensein eines Wendopunktes aus meinen 
Versuchseigebnissen nicht hervorgeht. Die Punktc* des absteigenden 
Astes liegen in diesen Fallen mehr oder weniger auf einer Gk^radcn. 

Zur Beantwortung dieser Frage sind jcdoch weitere Vcrsuche mit 
dichterer Staffelung dor Quecksilbergaben in dem fraglichen Grebiet notig. 

Auf f allend ist ferner bei den Sublimat versuchen, daB im allgemcinen 
die hochste, mitunter auch di(' zweithoehste Gabe einer Ertragsreihe 
zum Unterschied von Phenol und Zink nicht mehr in alien Parallelen 
Wachstum aufweist. In solchen Fallen ist in der Tabelle IV an Stelle 
der Schwankungen die Zahl der Kolbchen, in welchen noch eine Ent- 
wicklung eintrat, angegeben. Bei der Herstellung der Sporenauf- 
schwemmung laBt es sich nicht ganz vermeiden, daB auBer den Sporen 
noch Mycelfaden in die Aufschwemmung gelangen. Vielleicht sind diese 
widerstandsfahiger gegen das Quecksilber als die keimenden Sporen 
und bedingen so das unregelmaBigc Wachstum am Ende der Ertrags- 
kurve. 

Hinsichtlich des iibrigen Teiles der Kurven von Quecksilber und 
Phenol sei erwahnt, daB fiir das Ic'tztgi'nannte bei den Versuchs- 
bedingungen in Abb. 4a die Nullbedingung jedenfalls nicht gilt. Den 
Einwand, das Regenwasser hatte womoglich Phenolspuren enthaltcn 
konnen, lasse ich unberiicksichtigt. Doch habe ich die Verwertung von 
Phenol als einziger Kohlenstoffquellc durch As'pergillus gepriift, wobei 
ein geringes Wachstum bei 3 imd 5 mg Phenol eingetreten war, wahrend 
die Kolbchen ohne Phenol keinerlei Wachstum zeigten. Bei 5 mg 
Phenol waren es schatzungsweise 1 bis 2 mg Mycel und mehr als bei 

4* 
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3 mg. Leider hatte ich keine groBeren Phenolgaben, wie 10 und 16 mg 
Phenol, angesetzt. Die N&hrlosung hatte die gleiche Zusammensetzung 
wie in den iibrigen Versuchen. Nur war in diesem Falle eben die einzige 
Kohlenstoffquelle Phenol. Als Wasser wurde nattirlich doppelt de- 
stilliertes verwendet. Das erhaltene Ergebnis stimmt mit den Angaben 
von Th. Bokomy (3) iiberein, der in einer N&hrldsung mit 0,06 % Phenol 
als einziger Kohlenstoffquelle eine schwache Vegetation von nicht naher 
festgestellten Wasser- bzw. Luftpilzen beobachtet hatte. Diese Phenol- 
menge von 0,06 % ist etwas niedriger als die von mir festgestellte tod- 
liche Gabe, die zwischen 0,064 und 0,08 % liegt. DaB Hiroshi Tamiya (31) 
in einer 2,4%igen Phenollosung bei Aspergillus oryzae kein Wachstum 
feststellen konnte, ist auf Grund des Gesagten wohl verstandlich. Be- 
riicksichtigt man, daB bei einer etwa 25%igen Zuckerlosung oder bei 
6 g Zucker/25 com Mycelgewichte von rund 2 g erhalten wurden, so 
konnte man bei 6 mg Zucker schatzungsweise auch nur 2 bis 3 mg 
Mycel erhalten. Damit mochte ich sagen, daB uns die wenn auch ge- 
ringen Mycelgewichte ilicht verleiten diirfen, dem Phenol von Anfang 
an jedc Nahrstoffwirkung abzusprechen. In Abb. 4a kommt diese 
Nahrstoffwirkung des Phenols nicht zum Ausdruck, denn dem Pilz 
steht in Form von Zucker eine viel bessere Kohlenstoffquelle zur Ver- 
fiigung. Femer sind in alien drei Reihen die Mycelgewichte bei 5 mg 
Phenol bereits geringer als bei 3 mg, und die ertragssteigemde Wirkung 
desselben liegt in Abb. 4a bei viel geringeren Gaben. t)ber die Ursache 
dieser Ertragssteigerung lassen sich naturlich nur Vermutungen an- 
stellen. 

Auch bei Quecksilber konnte, wenn auch nicht immer, eine gc- 
ringe Ertragssteigerung festgestellt werden. Die Frage der Nullbedingung 
ist hier nicht so einfach zu beantworten. Immerhin erseheint ihr Vor- 
handensein zweifelhaft, denn sonst ware eine Entwicklung von Asper- 
gillus in der mit Kohle gereinigten Losung, in der die Mctallsalze als 
beseitigt angenommen werden mussen, unmoglich gewesen. Ein Ersatz 
von Zink durch Quecksilber kommt nach den Angaben von Bortels (6) 
ebenfalls nicht in Betracht. Solche Feststellungen mussen aber zunachst 
mit Vorbehalt gemacht werden, da unter Umstanden bei einer weiteren 
Verfeinerung unserer chemischen Nachweismethoden eines Tages 
Quecksilberspuren in den zugesetzten Metallsalzen oder in der Nahr- 
losung festgestellt werden konnten. 

Zusammenfassend laBt sich iiber die Giftwirkimg sagen: In Mengen 
imter 1 mg kann bei Phenol und Quecksilber eine Ertragssteigerung 
eintreten. In Konzentrationen unter 0,06 bis 0,08 % dient Phenol dem 
Aspergillus niger beim Fehlen anderer Kohlenstoffverbindungen auch 
als Kohlenstoffquelle. Qegenuber der stark sch6digenden Wirkung won 
Phenol und Quecksilber in hoheren Nitratgaben (8%) ubt Zink bei 
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doppelt so hohen Nitratmengen in groUeren (Jaben eine deutlich f 5rdemde 
Wirkung auf das Wachstuxn von AspergiUus ans. Femer tritt bei 
Phenol und Quecksilber in den Gaben, bei welchen das Wachstum 
w&hrend der gewohnlichen Versuchsdauer (6 Tage) unterdriickt worden 
war, im Gtegensatz zu Zink auch bei Ifi^ngerer Versuchszeit keine Ent- 
wicklung mehr auf. 


0. SehluObetraehtung. 

Gtestatten uns die Versuchsergebnisse zu der eingangs gesteUten 
Frage, ob die Bezeichnung Nahrstoffe und Giftstoffe zu Recht besteht, 
Stellung zu nehmen ? Heines Erachtens bis zu einem gewissen Grade 
ja. Betrachten wir zun&chst in Abb. 3b die N-Ertragskurven. Dort 
sehen wir, da6 bei ungenugendem Vorhandensein von Zink in der Zn- 
NuUgabe schon bei 2 % Nitrat eine schadigende Wirkung auftritt. Bei 
einem besseren Qelingen der Kohlebehandlung ware diese Wirkung 
sicher schon bei 0,6% Nitrat aufgetreten, wie aus den Tabellen auf 
S. 45 heivorgeht. Durch Zugabe von 0,2 bis 2 mg Zinksulfat je 26 com 
tritt diese Hemmung erst bei mehr als 8 % Nitrat ein. Weitere Steige- 
rungen der Zinkmengen bis 100 mg ermoglichten dem Pilz in diesem 
Versuch auch bei noch hoheren Nitratgaben ein relativ gutes Wachstum. 
Erst eine nochmahge Steigerung des Zinksulfatzusatzes wirkt mehr 
hemmend als fordemd, und bei 160 mg ist schlieBlich die schadigende 
Wirkxmg groBer als in der Zink-Nullgabe. Dieser Versuch bestatigt 
somit die alte Weisheit, daB ein Ndhrstoff (hier N) atich Qiftstoff sein 
kann. Er zeigt uns weiter, daB das storende GbermaB von Stickstoff 
durch eine Steigerung von Zink innerhalb bestimmter Grenzen beseitigt 
werden kann, bis auch dieser Stoff, in zu groBen Mengen zugefiihrt, zum 
Gift wird. Drittens geht aus diesem Beispiel noch hervor, daB die hem- 
mende Wirkung nicht auf den absteigcnden Ast beschrankt, sondem 
bereits in der Zink-NuUgabc einer Ertragskurve vorhanden ist, was 
wir ohne weiteres erkennen, wenn wir uns an Hand von Abb. 3 b die 
entsprechendcn Zink-Ertragskurven vorstellen. So sehen wir beispiels- 
weise bei 8 % Nitrat, daB eine Gabe von 0,2 mg Zinksulfat den Ertrag 
von 200 mg auf 1000 mg und eine solche von 2 mg Zinksulfat auf rund 
das achtfache oder 1600 mg erhoht. Die Wachstumshemmung wird 
also nicht alloin durch zu hoho Konzentrationen eines Stoffes verursacht, 
sondem auch ein zuviel oder zuwenig der iibrigen Bestandteile der 
Nahrlosung in bezug auf den variierten Stoff, mit anderen Worten ein 
unharmonisches Verhaltnis der Bestandteile der Nahrlosung geniigt 
zu einer hemmenden Wirkung, die bei extremeren Bedingungen zur 
Giftwirkung werden kann. 

Bezeichnen wir nun jede Hemmung, ob groB oder klein, ob vor- 
iibergehend oder dauemd, ohne Riicksicht auf den sie bewirkenden 
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Stoff, als Oiftwirkung, entsprechend der in der Einleitung gegebenen 
Begriffsbestimmung, dann rniissen wir folgerichtig jede das Waohstum 
fdrdemde oder ennoglicbende Wirkung, wieder ohne Kiicksicht auf die 
OroBe der eingetretenen Wirkung, als Nahrstoffwirkung bezeichnen. 
Somit ware Phenol, ein Qiftstoff, auf Grund der Nullbedingung und des 
Wachstums bei 3 und 5 mg — wie im vorhergehenden Kapitel mit- 
geteilt wurdc ~ avch Nahrstoff, Diese Umkehrung der obigen SchluB- 
folgerung aus Abb. 3b konntc ich allerdings nirgends ausgcsprochen 
finden. Vielleicht kommt das davon, daB die Begriffsbestimmung fur 
Gift von in erster Linie am Studium der Giftwirkung interessierten 
Kreisen, Hygiene und Pharmakologie usw., stammt. Phenol ist aber 
keineswegs der einzige bis jetzt bekannte Fall, daB ein sogenannter 
Giftstoff auch Nahrstoff sein kann. Als weiteres Beispiel sei der Alkohol 
erwahnt. In etwa 50 %igor Konzentration verwendcn wir ihn zur Ab- 
totung von Pilzen und Bakterien, unter etwa 14 Gewichtsprozent hindert 
er Hefen im Wachstum nicht, in noch geringerer Konzentration dient 
er den EssigbaJcterien fur ihren Betriebsstoffwechsel, und schlieBlich kann 
er auch als Kohlenstoffquelle dienen. So soli Aspergillus niger nach 
Bokorny (3) (31) Alkohol assimilieren, und der Schimmelpilz Eurotiopsis 
Oayoni wachst nach der gleichen Angabe mit Vorliebe auf Alkohol. 

Im Gegensatz zu den beiden genannten Zweigen der Wissenschaft, 
Hygiene und Pharmakologie, von denen der erste nur an der Unter- 
druckung des Wachstums interessiert ist, hat sioh ein anderer Zweig 
besonders mit der Forderung des Wachstums, also auch mit der Nahr- 
stofffrage, befaBt, namlich die Pflanzenphysiologie. AuBer der Null- 
bedingung wurden fiir N und P noch weitere Nahrstoffmerkmale auf- 
gestellt, die zum Teil auch fur Zink gel ten, wie gezeigt wurde. Ob und 
inwieweit diesen Merkmalen die gleiche Bedeutung zukommen wird 
wie der Nullbedingung, kann natiirlich erst nach Untersuchung weiterer 
Elemente gesagt werden. Hinsichtlich der Wirkung sogenannter Gift- 
stoffe, die in dieser Arbeit zum ersten Male ebenfalls bei dcm Ertrags- 
gesetzstudien berucksichtigt wurden, konnte im absteigenden Ast 
streng genommen nur ein gradueller Unterschied festgestellt werden. 
Ganz unberucksichtigt ist aber bis jetzt die Frage geblieben, ob bei 
den oben erwahnten Verbindungen : Phenol, Alkohol und ahnlichen 
Stoffen, nicht die gleichen GesetzmaBigkeiten (Maximumverschiebung 
mit zunehmender Konzentration oder Wachstumszeit usf.) auftreten. 
SoUte es gelingen, diese GesetzmaBigkeiten auch hier nachzuweisen, 
dann ware dies nur ein weiterer Beweis, daB die Bezeichnungen Nahr- 
stoff und Gift den wirklichen Verhaltnissen nicht entsprechen, sondem 
daB es vielleicht besser ist nur von einer Nahr- und (^iitwirhang zu 
sprechen. Die endgultige Entscheidung dariiber kann aber erst nach 
sehr vielen weiteren Untersuchungen getroffen werden. 
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7. Znsammenfassiiiig. 

Nachdem die Lebensnotwendigkeit von Zink, Eisen und Kupfer 
fiir gewisse Organismen festgestellt worden war, interessierte die 
Frage, ob die Ertragskurven dieser Stoffe die gleiche typische 
Form wie eine Stickstoffertragskurve haben, und ob die gleichen 
GesetzmaBigkeiten wie bei Stickstoff und Phosphorsaure vorhanden 
Bind. 

In der vorliegenden Arbeit wurde von diesen Stoffen Zink naher 
untersucht. Die crhaltenen Ertragskurven stellen in liberwiegender 
Mehrheit Sattelkurven dar und unterscheiden sich demnach von den 
entsprechcnden N-Ertragskurven. Die Nahrstoffwirkung kommt, ab- 
gesehen von der auch von anderer Seite festgestellten Nullbedingung, 
in einer Verschiebung des Maximums bei geringcn, steigenden Zink- 
gaben (unter 0,2 mg ZnS 04 . 7 Hg 0/26 com Nahrlosung) und in einer 
Rucklaufigkeit desselben bei hohen Zinkmengen (iiber 130 mg je 
26 ccm) zum Ausdruck. Eine eindeutige Maximum verschiebung in 
Abhangigkeit von der Entwicklungszeit nach hoheren Zinkkonzen- 
trationen konnte vorerst bei keinem der beiden Maxima festgestellt 
werden. 

Der absteigende Ast, in dem die Giftwirkung uberwiegt, hat bei 
Zink in Obereinstimmung mit Stickstoff und Phosphor einen Wende- 
punkt. Dieser Wendt*punkt konnte auch in den Ertragskurven so- 
genannter Giftstoffe, namlich bei Phenol und Sublimat, bcobachtet 
werden, einwandfrei alJerdings nur, wenn das Wachstum noch nicht 
zu wcit fortg(*schritten war. Bei den genannten drei Stoffen konnte 
ein grundsatzlicher Unterschied im Verhalten des absteigenden Astes 
nicht festgestellt werden. Doch zeigte sich ein solcher insofern, als mit 
fortschi’eitendcr Entwicklungszeit das Wachstum auch bei hoheren 
Gaben von Zink einsetzte, die iimerhalb der normalen sechstagigen 
Versuchszeit die Entwicklung verhindert hatten. Bei Quecksilber und 
Phenol dagegen war in den Gaben, die wahrend der normalen Versuchs- 
zeit ohne Wachstum geblieben waren, auch nach dreimonatiger Beob- 
achtungszeit ein solches nicht eingetreten. Ein weiterer Unterschied 
bestand darin, daB bei Zink, ebenso wie bei Kalium, Phosphor und 
Stickstoff, eine bei geringer Hohe des variablen Faktors und relativ 
hohen Gaben der Grundfaktorcn in Erscheinung tretende Hemmimg 
bei BessersteUung des variablen Faktors verschwindet, wahrend bei 
Stoffen wie Phenol und Quecksilber diese schadliche Wirkung im 
entsprechenden Falle offenbar noch starker in Erscheinung tritt. 

Der einwandfreie Nachweis, welche Momente in der Ertragskurve 
charakteristisch fiir eine Nahrstoff- oder eine Giftwirkung sind, ist 
jedoch noch nicht gegliickt. 
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Beitrftge zar (fkologie Ton fiacillas mycoides (Fliigge). 

(Nach Untersuchungen im Hoehgrebirgc.) 

Von 

Ernst Grondmann. 

Mit 6 Textabbildungen. 

(Eingegangm am SO, August 1933,) 

In der okologischen Bakterienforschung, die dock zweifellos fiir 
die Erkenntnis vieler Lebensvorgange in der Natur von Bedeutung 
ist, hat man bisher, wie auch Bavendamm (1) betont, meist nur einige 
chemische Zusammenhange studiert (2), oder man hat Untersuchungen 
liber Keimzahlschwankungen und deren Abhangigkeit, ohne Riicksicht 
auf einzelne Bakterienarten (3, 4), gemacht. Es ist verstandlich, daU 
fiir die Praxis und zur Erklarung groBerer biologischer Probleme immer 
wieder die chemische Tatigkeit der Bakterien berucksichtigt wird ; denn 
es ist ja nur die Arbeit der Bakterien, die tatsachlich in Erscheinung 
tritt, nie das Individuum als solches. Wohl gibt es Arbeiten, die sich 
mit dor Okologie einzelner Bakterienarten befassen, den Stickstoff- 
sammlern z. B. Aber auch hier ist es wieder die Praxis der Landwirt- 
schaf t, die dem Menschen ein Interesse an solchen Arbeiten aufgezwungen 
hat. Auch die Okologie der Eisen- und Schwefelbakterien ist naher 
studiert worden, hauptsachlich wohl, weil es relativ einfach war durch 
die engumgrenzten Lebensmoglichkeiten. Auch die neueren Unter- 
suchungsmethoden gehen darauf aus, Keimzahlen allgemein zu er- 
fassen und nicht die ciner Spezies im besonderen (6, 6). 

XJnd doch kann es auch von Wichtigkeit fur das Erfassen von 
Lebensvorgangen sein, wenn einzelne Arten, besonders solche, die fiir 
den Chemismus einer Gruppe als Prototyp gelten konnen, in ihrer 
Okologie, besonders in ihrer Verbreitung, genauer untersucht werden. 
Vielleicht laBt sich doch die Aufeinanderfolge von chemischen Vor- 
g&ngen im Kreislauf der Stoffe in der Natur einwandfreier und klarer 
erkennen, wenn man weiB, welche Individuen unter der Einwirkung 
bestimmter Faktoren an der Umsetzung der Substanzen arbeiten. 
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In der vorliegenden Arbeit ist nun der Versuch gemacht worden, 
zund>chst die Verbreitung fiir eine bestinixate Bakterienart zu be- 
stiimnen, und zwar fiir BacUlua mycoidea, Wurzelbazillus, Bacillua 
ramoaua. B. mycoidea, der bisher als „selir gemein im Boden“ be- 
zeichnet worden ist (7), spielt im Stickstoffkreislauf der Natur, wie 
oft betont worden ist (8), eine groBe RoUe. Er gilt als ein typisoher 
TJmsetzer stickstoffhaltiger organischer Substanz, die er bis zum Ammo- 
niak abbaut. Die Arbeiten iiber die allgemeine Verbreitung warden 
sehr erleichtert durch die Bodenverteilung im Hochgehirge. Denn im 
Hochgebirge ist es eher moglich, scharfe Grenzen zwischen Dungboden, 
dimgfreien Boden und Vogetationsbedeckung auf kleineren Raumen 
zu finden als im Flachland, wo durch die leichte Mogliehkeit der Boden- 
bearbeitung diese Bodenformen und die Vegetationen mehr oder weniger 
ineinander iibergehen. Unter dungfreien Boden wird der bisher weder 
durch Abgange hoherer Tiere und des Menschen gediingte noch von 
Menschen bearbeitete Boden verstanden. Mit Dungboden soil jeder 
Boden bezeichnet werden, der die genannten Abgange irgendwie, 
z. B. beim Weidegang der Tiere, aufgenommen hat oder vom Menschen 
bearbeitet worden ist. 

Um festzustellon, wie die Keimzahlen des B, mycoides im Boden 
schwanken, wami er vegetativ tatig ist, und wanii er Sporen bildet, wiaden 
XTntersuchungen im Laufe eines Sommers an bestirnmten Standorten durch- 
gefiihrt. In diesem zweiten Teil der Arbeit wird auch zwischen der Rauh- 
und der Glattform des Mycoides imterschiedon, was leider infolge von 
Unkenntnis von dem Vorhandensein einor Glattform im ersten Teil der 
Arbeit nicht geschehen konnte. 

Im dritten Teil der Arbeit wurde, um einen vielleicht bestehenden 
Unterschied zwischen Stammeii verschiedener Borkunft festzustellen, die 
Abhangigkeit des Wachstums verschiedener M tjcoides-^i&xnme von mehreren 
Stickstoffquellon bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration der 
Nahrlosung untersucht, und zwar nur das quantitative Wachstum, denn die 
chemischen Leistungen sind achon oft Gegenatand von umfangreichen 
Untersuchimgen gewesen. Dazu wurde die Methode benutzt, wie sie von 
mir in der Arbeit: „Ein Verfahren zur quantitativen Grewinnung von 
Bakterientrockensubstanz aus fliissigen N^rmedien“ (1 1), beschrieben 
worden ist. 


1. Die Verbreitung des Baefllus myeoides im Hochgebirge. 

Unterauchungamethoden. 

Die Untersuchung der Bodenproben auf B, my coidea ist durch 
seine charakteristische, fast schimmelpilzartige Koloniebildung auf Agar 
sehr erleichtert. Es wurden 263 Bodenproben von verschiedenen Stand- 
orten untersucht, ohne zunachst Rucksicht darauf zu nehmen, welche 
Faktoren fiir die Verbreitung maOgebend sind. Die Entnahme der Boden- 
proben erfolgte mit einer Messingrdhre nach dem Prinzip des Korkbohrers. 
Der Bohrer wurde einige Zeit vor dem Gebrauch jedesmal in 96 %igen Alkohol 
gesteokt, der haften gebliebene Alkohol abgebrannt, so daB eine ziemlich 
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gute Sterilitat gewahrt wurde. Der Boden wurde aus dem Bohrer in einen 
sterilen Stoffhalter gedriickt. Sobald als mdglich wurde mit einem sterilen 
HohlmalS der Boden in sterile 0,86 %ige KochsalzlOsung gegeben und 
24 Stunden geschuttelt, die Aufschwemmung dann in gleichen Mengen 
a.uf Agar (Zusammensetzung : 1000 ccmH 2 O, SgNaCl, 10 g Liebig Fleisch- 
extra&, 10 g Pepton Witte, 20 g Agar) verimpft. Die Zahlung dor Kolonien 
auf den Agarplatten erfolgte nach einer Bebriitung bei 29® C 24 bis 30 Stunden 
nach der Verimpfung. Da jedesmal bei alien Untersuchungen die gleichen 
Mengenverhaltnisse gewahrt wurden, namlich ^/2 com Boden auf 20 ccm 
0,86 X)iger KochsalzlOsung und davon je Platte 1 ccm, und da man, wie 
erwahnt, auch zunachst auf bestimmte Faktoren keine Riicksicht genommen 
hatte, konnten je nach dem Keimgehalt der gegossenen Agarplatten nur 
Angaben mit Haufigkeitsgraden gemacht werden. Es blieb dann ein Spiel - 
raum fur etwaige Schwankungen im Keimgehalt durch Jahreszeit \md 
Feuchtigkeit. 

Es entsprechen einem Haufigkeitsgrad eine bestimmte Anzahl Keime 
auf den Flatten, die immer in der Dreizahl gegossen wurden: 


Keime 

Haufigkeitsgrad 

0 * 

0 

1- 3 

2 

3— 5 

4 

5-10 

7 

15-20 

17 

20—30 

25 

30-40 

30 


iiber 40 i 40 

Als einziger auCerer Faktor wurde die Wassorstoffionenkonzentration 
der Standorte bestimmt, weil diese Bestimmung leicht und schnell vor 
sich gehen konnto. Die' Be>stinunungon wurden mit dem Mercibschen 
Universalindikator gemacht. Bei Versuchen mit der von Hoas (9) aus- 
gearbeiteten tiborschichtungsmethode (Feldmethodo), die, erst 1932 ver- 
offentlicht, fiir diose 1931 angestellten Untersuchungen noch nicht verwendet 
werden koimt-e, e^rgab sich, daB der iV/erc A; sche XTniversalindikator bei den 
niedrigon pn-Werten, etwa von (3,8 an, nicht einwandfroi zu arbeiten schien. 
Denn mit der Dborschichtungsmethode wurden fiir saure B6den bedeutend 
niedrigere Werte festgestellt, und die ^fosssche Methode scheint gerade 
im samen Boreich ziemlich einwandfrei zu arbeiten, weil durch die ver- 
schiedenen Indikatoren, die benutzt werden konnen, um die Bestimmungen 
auszufuhren, die Fehlenndglichkeit stark eingeschrankt ist. 

Die Proben stammen vom Karwendelgebirge (Kalk), aus den Tuxer 
Vorbergen und den Stubaier Alpen (Urgestein). 

Unterauchungaergebnisae . 

Als erstes klares Ergebnis der Untersuchungen trat ein deutlicher 
Unterschied in der Keimzahl zwischen den Dungboden und den dung- 
freien Boden hervor. In den Dungboden ist durchschnittlich die 4 bis 
5fache Keixnzahl der Naturboden enthalten (Abb. 1). Woher dieser 
Unterschied in der Haufigkeit kommt, laBt sich aus den bisher bekannten 
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ohemischen Leistungen des B, mycoides nicht ohne weiteres erschliefien^ 
doch ist anzunehmen, daB es irgendwelche Komponenten oder Zer- 
setzimgsprodukte tierischer Exkreznente sind, die ihm besonders zu- 
sagen. 

In den hoheren Lagen, wo nur eine Beweidung mOglich ist, h&ngt 
die Verbreitung des B. mycoides von der Beweidung ab. Diese ist 
iZQ Urgebirge eine andere als im Kalkgebirge, was durch die Gtebirgs- 
fonn bedingt ist. Das Urgebirge hat im Gegensatz zum Ejalkgebirge 
groBe ausgedehnte Almen, die fiir das QroBvieh bisweilen bis 2600 m 
zuganglich sind. Dariiber ist aber meist noch Beweidung bis an die 
Gletscher durch Schafe moglich. Im Kalkgebirge gehen die GroBvieh- 



Abb. 1 

Die Hftnfigkeit des Yorkommens von Hoc mycotdes in Dnngbbden nnd dnngfrelen Bdden. 

almen durchschnittlich nur bis 2000 m, die Schafweide erreicht in 
einzelnen Teilen Hdhen bis 2300 m und teilweise daruber hinaus, bis 
etwa 2600 m sind groBere Herden von G^jmsen zu finden. So wurden 
denn auch fiir das Kalkgebirge andere Grenzen fiir das Vorkommen 
von Buc, mycoides festgestellt wie fiir dais Urgebirge. Die hochst- 
entnommene Probe vom Italk, die noch Mycoides enthielt, stammte 
aus einer Hohe von 2660 m ; 13 Proben aus den verschiedenen Gtegenden 
iiber 2660 m enthielten den Bazillus nicht mehr. Im Urgebirge \yurde 
die letzte Mycoides enthaltende Probe in einer Hohe von 2900 m ent- 
nommen. Diese Proben stammen von beweideten Boden. Im Elalk 
gibt es an dem Standort (Bettelwurf) viele G^msen, Schafe schon nicht 
mehr. Am Brandjoch, 2460 m (Kalk), wohin weder Schafe noch Gemsen 
kommen, wurde in 6 Proben iiber 2300 m kein Mycoides mehr gefunden. 
Der Standort im Urgebirge (Rinnennieder) Uegt dicht am Gletscher, 
zeitweilig gehen Schafe dort hinauf . Unter 7 Proben aus dieser Hohe 
von verschiedenen Gegenden wurde er nur einmal gefunden, und zwar 
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dort, wohin Schafe kommen. Oberhalb der Gletscher wurden 20 Proben 
entnomxnen, die alle keinen Mycoides enthielten. Aus diesen Ergebnissen 
ist die Abh&ngigkeit von der Beweidung zu erkennen. 

Bei eingehender Betracbtung der Ergebnisse aus den Weide- 
gebieten man auch eine Abhangigkeit von der Art der Weide 

(OroBviehweide und Schafweide) erkennen. Die Kurven fiir Dung- 
bdden auf Abb. 2 zeigen, daB bei 2000 m ein Haufigkeits m a xi m um 
besteht. Um 2000 m liegen auf Kalk und Urgestem die meisten GroB- 
viehabnen. Leider liegen fiir Kalk bei 2200 m keine Zahlenwerte vor, 
aber aus dem Verlauf der Kurven darf xnan schlieBon, daB sie unter 
denen fiir tJrgestein liegen, weil in dieser Hohe kaum noch GroBvieh- 



Ahb. 2 

Die Verbreituug des Bac. mycoideti in Dangbbden nnd dnngfreicn Boden mit Ealk nnd 
Urgestem als Unterlage. 


almen zu finden sind im Gegensatz zum Urgebirge, wo sie bis 2400 m 
und teilwcisc noch hohcr hinauf reichen. Bei 2400 m ist der Wert fiir 
Kalk niedriger als fiir Urgestein, und der Unterschied wird bei 2600 m 
noch groBer. Die groBere Masse der Schafe halt sich auf den Weiden 
um 2800 m auf, daraus ist der verhaltnismaBig hohe Haufigkeitsgrad 
bei 2600 m und 2800 m zu orklaren. 

Der Verlauf der Kurven in den niederen Hohenlagen erklart sich 
durch die Herkunft der Proben. In Waldboden ist auch hier der Haufig- 
keitsgrad von der Beweidung abhangig. Waldboden, die selten stark 
beweidetsind, habenimmorniedrigereHaufigkeitsgrade; inunbeweideten 
Waldboden ist Mycoides selten gefunden worden. Die Proben von 
Kalk stammen meist aus Wald, besonders von 1000 m bis 1200 m, 
bei 600 m und 800 m allerdings von Wiesen und Ackem, von 1600 m 
ab von Almen. Die Proben von Urgestein stammen bei 800 m von Wiesen 
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und Ackem, bei 1000 m von Waldbdden, bei 1200 m und 1400 m von 
Almwiesen im Oberbergtal, bei 1600 m feblen Proben, bei 1800 in wieder 
von Almboden. 

Demgegenuber zeigt die Kurve fur dungfreie Boden, abgesehen 
von kleinen Schwankungen, mit zunehmender Hohe eine stetig fallende 
Tendenz. Eine starke Ahnlicbkeit haben die Kurven fur dungfreie 
Boden (Abb 2 und 3), wo einerseits Bezug genommen ist auf Horkunft 



Abb. 3. 

Die Verbrcitung: des Bac. mt/coides in Dunffboden und dun^freien Boden in Abhttngigkeh 
von der Wasserstoffiononkonzentration des Bodens 

von Kalk und Urgostein, andererseits auf die Reaktion des Bodens. 
Ist im Vorhergehenden eine Abhangigkcut von der Beweidung zu sehen 
gewesen, so ergibt sich aus dem Verlauf dioser Kurven doch auch eine 
Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration des Bodens. Denn 
dadurch, daB in den unteren Hohenlagen die Vegetation und deren Ab- 
lagerungen die Reaktion der oboren Schicht von der Unterlage vollig 
unabhangig machen, kann sie im Urgesteinsboden alkalisch sein und im 
Kalkboden sauer. In hoheren Lagen ist die durch die Vegetation ge- 
bildete Schicht und deren EinfluB bedeutend geringer, da sie immer 
mehr an Machtigkeit abnimmt, also der EinfluB der Unterlage immer 
groBer wird, die Reaktion mehr der der Unterlage gleichkommt. Das 
diirften die Grunde dafur sein, daB die Kurven bis 1800 m nur ungefahr 
ahnlich und uber 1800 m fast gleich verlaufen. Der Haufigkeitsgrad 
fiir Urgestein bzw. fur die saure Reaktion liegt zum groBten Teil unter 
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dem fur Kalk bzw. fiir alkalische Beaktion. Wahrend die Kurve fiir 
dungfreie Bdden auf Kalk erst bei 2400 m auf 0 sinkt, ist das bei der 
fiir Urgesteinsboden schon bei 1800 m der Fall. Das leichte Ansteigen 
und tJbersteigen dieser Kurve von 2200 bis 2600 m laBt sich nicht direkt 
erklaren. Unter 23 Proben aus diesen Hdhen enthieltcn 3 den Mycoides 
init der Haufigkeit 2. Diese Boden sind verdachtig, durch Menschen 
bin und wieder verunreinigt zu sein, da sie von einem stark begangenen 
Berggipfel stammen. Aus diesen Kurven kann man cine gewisse Ab- 
hangigkeit vom Pb. erkennen. In sauren ungediingten Boden ist der 
Hflufigkeitsgrad und die Hdhengrenze fiir Mycoides niedriger als in 
alkalischen ungediingten Boden. In Dungboden zeigt, wie zu erwarten 
war, die Verbreitimg des Mycoides keine Abhangigkeit von der Unter- 
lage und von der Beaktion. Sind genug Nahrstoffe vorhanden, so ist 
ihm die Beaktion gleichgiiltig. 

Bei alien vorangohenden Ergebnissen sind nur die Proben bcriick- 
sichtigt, die von Boden stammen, welche mit Vegetation bedeckt waren. 
Durch das Einbeziehen von Proben vegetationsloser Boden wiirden 
die Ergebnisse unklar werden. Von 37 Proben ohne Vegetations- 
bedeckung aus alien Hohen innerhalb der Hohengrenzen cnthielten 
nur 9 den Mycoides mit dem Haufigkeitsgrad 2. Allc 9 Proben wiesen 
aber Beste organischer Substanz auf. 

Fast samtliche Proben wurden im Sommer 1931 gesammelt, ledig- 
Jich 20 Proben aus dem Urgestein oberhalb der Gletscher erst im Sommer 
1932. Da mir bis dahin die Glattform des B, mycoides noch nicht 
bekannt war, wurde nur die Verbreitung der Bauhform beriicksichtigt. 
In einer Probe aus einer beweideten W iese am Bettolwurf wurde auch 
Hoc. mycoides citreus gefunden. 

Aus den bisherigen Untersuchungen laBt sich also, kurz zusammen- 
gefaBt, erkennen, daB die Verbreitung des B. mycoides von derDimgung 
durch hohere Tiere und von dor Bearbeitung des Bodens durch den 
Menschen abhangig ist, und daB die Hohengrenzen mit den Beweidungs- 
grenzen iibereinstimmen. Eine Abhangigkeit von der Wasserstoff- 
ionenkonzcntration des Bodens und der Unterlage ist bei Dungboden 
nicht festzustellen, wahrend bei dungfreien Boden eine solche Ab- 
hangigkeit vorhanden zu sein scheint. In vegetationslosen Boden kommt 
B. mycoides nicht vor, wenn nicht mindestens Beste organischer 
Substanz vorhanden sind. 

Die Verbreitung des Bazillus in Abhangigkeit von den Tieren 
kann man auf verschiedene Art erklaren. Einmal konnen die liere 
ihn durch ihren Korper von Ort zu Ort verbreiten, zum anderen kann 
der Bazillus auch mit den Exkrementen der liere verbreitet werden. 
Jedenfalls aber schaffen die liere durch ihre Exkremente fiir den 
Bazillus giinstige Lebensbedingungen, sei es durch die stoffliche Zu- 
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eaixunensetzung der Exkremente selbst oder durch die Ver&ndenmg 
<ier chemisohen Zusammensetzung und des physikalisohen Zustandes 
des Bodens. 

2. Untersuehungen fiber die Eelmzahlsehwankiiiigeii an ein and demselben 

Standort. 

Im Sommer 1931 waren die Untersuchungen fiber die Verbreitung 
des B, mycoides ganz aUgemein und ohne Biicksicht auf irgendwelche 
Faktoren angestellt worden. Im Sommer 1932 warden Versuche an- 
gestellt, die erkennen lassen soUten, von welchen Faktoren die Keim- 
zahlschwankungen des Mycoides an bestimmten Standorten abh&ngig 
sind, in welchen Grenzen sie sich bewegen, und wie das pn des Bodens 
sich im Laufe eines Sommers andert. Femer soUte festgestellt werden, 
ob der B, mycoides sich zu einem bestimmten Zeitpunkt in Sporenform 
Oder im vegetativen Zustande im Boden vorfindet, und inwieweit die 
jeweilige Zustandsform von Veranderungen der Wasserstoffionen- 
konzentration des Bodens und von anderen Faktoren abhangig ist. 
Dabei fiel erstmalig der Unterschied zwischen den beiden Kolonie- 
formen des Mycoides, der Eauh- und der Glattform (10), auf. 

Die Methode fiir dieso Untersuchungen muBte wegen der wirtschaft- 
lichen Veihaltnisse moglichst einfach und mit mdglichst wenig Kosten 
verbimden sein. 

Die Frage, in welcher Form der Mt^coides im Boden vorhanden ist, 
ob in vegetativer oder in sjiorulierter, sollte mit Hilfe der Tatsache gelOst 
werden, dal3 Sporon eine groBere Widerstandsfahigkeit gegen Hitze zeigen 
als vegetative Formen. Es muBte die Zeit imd die Temperatur gefunden 
werden, in der die vegetativen Formen abgetOtet, die Sporen aber nicht 
beschadigt werden. Zu diesein Zwecke wurden folgonde Versuche angestellt ; 

Von einer alten Agarkolonie des Mycoides, die vollkommen aus Sporen 
bestand, wurde eine Aufschwemmung in 0,85 %iger KochsalzlOsung gemacht. 
Von dieser Aufschwemmung wmrden zunkchst mit bestimmter Menge 
Agarplatten beimpft, dann wurde die Aufschwemmung erhitzt, und zwar 
12 Minuten lang auf 75°, imd wieder dieselbe Menge auf Agarplatten ver- 
impft. Dieser Versuch hatte folgendes Ergebnis: 

Nicht erhitzte Aufschwemmung: Erhitzte Aufschwemmung: 


Platte 1 28 Keime Platte 1 26 Keime 

m2 34 „ „ 2 26 „ 

m3 24 „ „ 3 29 „ 


Durchschnitt . . . .28,6 Keime Durchschnitt 27 Keime 

Der Unterschied im Durchschnitt von 1,6 Keimen diirfte innerhalb 
der Fehlergrenze beim PlattenguB liegen. Derselbe Versuch mit denselben 
Bedingungen wurde nun mit einer ganz jungen, noch nicht sporulierten 
Kultur gemacht. Das Ergebnis war: Nicht erhitzte Aufschwemmung: 
auf alien Platten etwa 100 bis 120 Keime; erhitzte Aufschwemmung: naoh 
3 Tagen wachsen 1 bis 3 Keime. 



Bditrfige sur Okologie von Bacillus myooides (Mugge). 


66 


Der Fabler ist aucb bier sebr klein, zumal die Flatten nicbt erst nach 
3 Tagen, sondem scbon nach 24 Stunden gezablt werden sollten. Kach 
diesen Vorversuchen war die Mdgliobkeit der Beurteilung, ob Mycoides 
im Boden in Sporen oder in vegetativer Form vorhanden war, gegeben. 
Es muI3te nur darauf geachtet werden, dai3 die Bodenproben mfiglichst 
sobneJl nach der Entindime verarbeitet werden, um eine Veranderung 
irgendwelcher Art zu vermeiden. Die Entnahme geschah in der scbon 
bescbriebenen Art und Weise mit dem korkbohrerahnlichen Instrument. 

jyie Standorte wurden auf der Kordkette und auf dem Fatscherkofel 
gew&hlt. Durch die Benutzung der Bergbahnen Innsbrucks, der Nord- 
kettenbahn und der Patscherkofelbabn, konnten die Proben auf dem 
schnellsten Wege zum Laboratorium befordert werden. Dort wurden sie 
sofort weiter verarbeitet, indem mit einem sterilen HohlmaB (Fcissungs- 
vermdgen 1 ccm) der Boden in 20ccm sterile, 0,86 %ige NaCl-L6sung 
gebracht und dann 2^/g Stunden gescbiittelt wurde. Durch Vorversuche 
mit Aufschwemmungen von Agarkulturen wurde mikroskopisch festgestellt, 
daB nach 2 ^/ 2 stun(iigem Schiitteln eine Veranderung der vegetativen 
Zellen nicht eintrat. Um moglichst gleichmaBige Aufschwemmungen zu 
verarbeiten, wurden diese nach dem Schiitteln durch ein steriles Messing- 
drahtnetz gegossen. Es konnte durch das Zuriickhalten des Bodens von 
einer bestimmten Komgr6Be ab zwar hier ein Fehler eintreton, der aber 
bei alien Proben gleich war und bei den Ergebnissen der Untersuchungen 
keine Rolle spielen konnte, da es weniger auf die relativen Zahlen fiir das 
Vorhandensein des Mycoides ankam als vielmehr auf die Veranderung 
der Zahlenverhaltnisse. Die Flatten wurden immer mit 0,6 ccm dieser 
Aufschwemmung besat. Als Nahrboden wurde Agar genommen (Zusammen- 
setzung : wie auf S. 59 oben angegeben). ]>ann wurden die Aufschwemmungen 
12 Minuten lang auf 76® erhitzt und wieder 0,6 ccm je Platte ausgesat. 
Nach 24stundigom Bebriiten bei 30® wurden die Flatten gezahlt. Auf den 
Flatten, die mit nicht erhitzter Aufschwemmung besat wurden, wurde also 
die Gresamtmenge des Mycoides gezahlt, d. h. die Sporen und vegetativen 
Formen gemeinsam, und auf den mit erhitzter Aufschwemmung besaten 
Flatten nur die Sporen. Der Unterschied zwischon den Ergebnissen beider 
Flatten muBte die Zahl dor vegetativen Formen ergeben. 

Die pH-Bestimmungen wurden gleieh am Standort nach der Feld- 
methode von Hoss vorgenommen. 

Die Standorte auf dem Fatscherkofel lagen auf der Nordseite in einer 
H5he von etwa 2050 m, auf der Sudseite in einer Hdhe von etwa 2160 m. 
Auf der Nordkette lagen sie westlich von der Bergstation Hafelekar in 
einer Hdhe von 2300 m. Die Standorte des Siidhanges und des Nordhanges 
waren hier nur 8 bis 10 m voneinander entfemt. Sie lagen auf der Nord- 
bzw. Sudseite eines kleinen Grates. Jeder Standort am betreffenden Hang 
war vom anderen mindestens 3 bis 4 m entfernt. 

PcUscherkofel, Nordhang. 

Standort I. Vegetation ; Dichtes Bolster von Loiseleuria, untermischt mit 
Vaccmium, Boden: Humus. 

Standort II. Vegetation: Bolster von Loiseleuria und Vaccmium, Boden: 
Humus. 

Standort III. Vegetation : Im Umkreis von 40 bis 60 cm keine ; in dieser 
Entfemung Rhododendron ferrugineum, Loiseleuria, Vacci- 
nium, Boden: Humus mit Sand durchsetzt. 

ArohiT filr Mikrobiologie. 6d. 5. 
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PtUscherhofel, Sudhang, 

Standort IV. Vegetation: Vaccinium mit CaUuna durchsetzt, dicht dabei 
Rhododendron ferrugineum, Boden : S^tark mit Bl&ttem 

durchsetzter Humus. 

Standort V. Vegetation : Calluna mit vereinzeltem Vaccinium, Boden : 
Humus. 

Standort VI. Vegetation : Einige Flechten, sonst im Umkreis von 20 bis 
30 cm keine Vegetation, dicht dariiber Rhododendron ferru- 
gineum^ CaUuna^ Vaccinium. Boden: Humus, 

Von Zeit zu Zeit werden die Standorte von Vieh aufgesucht. 

Hafelekary Nordhang. 

Standort I. Vegetation: Sehr dichtes imd dickes Bolster von Dryaa. 

Boden: Humus, mit vielen Wurzeln von Dryaa durchsetzt. 
Standort II. Vegetation: Bolster von Dryaa y verkiimmertes Rhododendron 
hirautum. Boden: Ziemlich dicke Schicht Humus. 

Standort III. Vegetation : Dickes Bolster von Dryaa, Boden : Humus mit 
vielen Wurzelresten von Dryaa, 

Hafelekary Sudhang. 

Standort IV. Vegetation : Einige Flechten, im Umkreis von etwa 60 cm, 
Dryaa y SaxifragOy sonst viel Fols. Boden: Steiniger Sand. 
Standort V. Vegetation: Saxifraga A'lzoon. Boden: Sehr diinne Schicht 
steiniger Humus. 

Stcmdort VI. Vegetation: Salix und Saxifraga Atzoon, Boden: Fetter 
Humus dicht an einem Felsen, von dem das Wasser auf den 
Standort ablauft. 

Die Vegetation ist auf dem Patscherkofel zusammenhangend, 
am Hafelekar sind es von kahlen Felsen durchbrochene Vegetations- 
inseln. Die Unterlage am Patscherkofel ist Urgestein, am Hafelekar 
Kalk. Am Patscherkofel werden die Standorte hin und wieder von 
Tieren beweidet. Zu den Standorten des Hafelekars kommen ofter 
Menschen. 

Bei der ersten Probeentnahme am Hafelekar am 27. Juli fielen 
auf den Platten Kolonien von Stabchenbakterien auf, die mikro- 
skopisch anfangs wie Bac. mycoidea aussahen, dann aber immer mehr 
die typische verzweigte Form verloren und schlieBlich in eine voll- 
kommen un verzweigte Kolonieform ubergingen. Daneben gab es 
Formen, die bis zu einem gewissen Grade die typische Mycoidea-Vorm 
in den Randpartien bchielten, aber nach dem Zentrum zu immer dichter 
warden. Mikroskopisch war zu erkennen, daB von auBen nach innen 
die einzelnen Auslaufer, die einzelnen Faden sich immer dichter und 
enger zu breiten Random zusammenschlossen, ein Faden ohne Zwischen- 
raum dicht am anderen, so daB schlieBlich die unverzweigten Partien 
nur noch aus dicht aneinander gelagerten Faden bestanden, die gewellt 
und gebogen waxen. Bei den moisten Kolonien waren auch die Band- 
partien nicht mehr einzelfadig. Die ganze Kolonie bestand aus den 
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oben beschriebenen dicht aneinander gelagerten, wellig gebogenen 
Faden. Mitunter konnte man am Eande einzelne kurze Zellfaden in 
den Agax hinausgehen sehen. Die Oberflacbe dieser Kolonien war 
ranh und matt, genau wie bei den t 3 ^i 8 chen Mycoides ’Kolomen das 
Zentnim. Altere, etwa 20 Tage alte Kolonien, zeigten am Rande langere 
einzelne Auslaufer von Zellfaden, die ebenso verzweigt waren und 
Schleifen bildeten wie der typische Mycoides. In MgS 04 -Nahrl 68 ung, 
in der die Mycoides-Bi^hchen Blasenbildung zeigen sollten, zeigt auch 
dieso Form Blasenbildung. Aus den vielen Dbergangen von der Rauh- 
form zur Glattform, die im Laufe der Untersuchungen zu sehen waren, 
und die immer wieder das gleiche Bild zeigten, kann man mit Sicherheit 
schlieBen, daB es sich hier um die Glattform des Bac. mycoides handelt. 

Am Hafelekar zeigten sich die tlbergange besonders schon. Reine, 
typische Rauhformen traten in bedeutend geringerer Zahl auf und bei 
den einzelnen Standorten auch nicht gleichmaBig, so bei Standort I 
bei der zweiten und dritten Probe nicht, bei Standort II bei der ersten 
und funften Probe nicht, bei Standort III nicht bei der vierten Probe. 
Am Siidhang war die typische Rauhform noch seltener, dafiir aber 
waren mchr tJborgange zu finden, bei Standort IV war in der ersten 
Probe, bei Standort V in der zweiten, dritten, vierten, funften, sechsten 
Probe, bei Standort VI in der dritten imd sechsten Probe keine Rauh- 
form. 

Am Patschorkofel fehlte die Rauhform am Nordhang ganz bei 
Standort I, bei Standort II trat sie nur bei der zweiten und dritten 
Probe auf, wahi’end sie bei Standort III nur bei der funften Probe 
fehlte. Der Sudhang hatte in den meisten Proben mehr Rauh- 
formen als Glattformen. In den Tabellen ist bei den Endzahlen 
keine Riicksicht auf Rauh- und Glattformen genommen, da ja auBer 
den auBerlichen Kolonieunterschieden keine tiefgreifenden TJnter- 
schiede im Stoffwechsel vorhanden sein sollen. Aus welchen Griinden 
die Rauh- in die Glattform uberging, konnte aus diesen Unter- 
suchungen nicht erkaniit werdeii. Neben Mycoides wuchsen auf den 
Agarplatten sehr wenig andere Bakterien. 

Das auffalligste Ergebnis dieser Untersuchungen ist der Unter- 
schied zwischen dem Keimgehalt des Nordhanges und des Siidhanges. 
Ein Vergleich der Abb. 4 u. o laBt dies gut erkennen. Dieser Unterschied 
muB von der Lage der Mange, demnach von der Sonnenbestrahlung 
abhangen. Die Standorte des Nordhanges und des Siidhanges am 
Hafelekar sind nur etwa 8 bis 10 m voneinander entfemt, die Unter- 
schiede in der Vegetation und im pn »ind nicht so groB, daB damit der 
Unterschied im Keimgehalt erklart werden konnte. Da am Hafelekar 
der Keimgehalt noch niedriger ist als am Patscherkofel-Nordhang, muB 
die Hangneigung und die Moglichkeit der Sonnenbestrahlung eine RoUe 
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spielen. Der NordhaDg des Hafelekax ist bedeutend starker geneigt als der 
des Patscherkofels. Seine Lage ist so, dafi die Sonnensti'ahlen nur ixn 
spitzesten Winkel einfallen konnen. Am Patscherkofel ist die Neigung 


Hafelekar Nordhang 



Tag der Probeenfnahm 


WM^porift 1 I l/ege/d/zi/e Sfabchen 
Abb 4 

Der Gesamtkeimgehalt, der Gehalt an Sporen and an vegetatlven Stftbchen des Boc. myeoidu 
an den einzelnen Standorten des Hafelekar Je 1 ccm Boden. 

des Hanges lan^e nicht so stark und auBerdem die Lage so, daB die 
Nachmittagssonne im groBen Winkel auffallen kann. Man muB an- 
nehmen — auch Fehir (3) kommt zu dem SchluB daB die Boden 
erwannung, hervorgemfen durch die Sonnenbestrahlung, fur die Tatig- 
keit und das Wachstum der Bodenbakterien maBgeblich ist. 
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Wie schon erwfiJmt, ist zwischen den Wasserstoffionenkonzentrationen 
des Bodens am Kordhang und am Sudhang kein groBer Unterschied* So 
wurde am Nordhang des Hafelekars am Standort I durchschnittlich pn 7,4, 
^m Standort II durchschnittlich pn 7,3, am Standort III durchschnittlich 


Patscherkofel Nordhang 



ohne SMPbrmen lag der Probeenfnahm 


Abb. 5. 

Der Gesamtkeimgehalt, der Gehalt an Sporen nnd an vegetativen Stabchen des Rac. mycoidtit 
an den elnzelnen Standorten dos Patbcherkofel je 1 com Boden. 


Ph 7,4 gemessen. Die Standorte des Siidhanges hatten folgende Durch- 
sohnitts'werte: IV pn 7,6, V ph 7,8, VI ph 7,6. Wie am Hafelekar, so hatte 
auch der KTordhang am Patscherkofel niedrigere pn-Werte als der Sudhang. 
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Nordhang: I pn 4,0, II pn 4,2, III pu 4,0. Siidhang: IV pu 4,5, V pH 4,2, 
VI PH 4,3. 

Die Schwankungen des pn widirend des Sommers sind nicht bedeutend, 
'wenigstens nicht so bedeutend, daB sie auf das Wachstum der Mikro- 
organismen EinfluB haben konnten. Die pn-Werte schwankten am Hafelekar- 
Nordhang bei Standort 1 zwischen pn 6,9 und 7,7, bei Standort II zwischen 
Ph 6,9 und 7,6, bei Standort III zwischen pn 7,1 und 7,7; am Hafolekar- 
Sudhang bei Standort TV zwischen pn 7,1 und 8,0, bei Standort V zwischen 
Ph 7,3 imd 8,2, bei Standort VI zwischen pn 7,2 und 8,1. Am Patscherkofel 
waren die Schwankungen folgende: Standort I Ph 3,6 bis 4,3, Standort II 
Ph 3,7 bis 4,8, Standort III Ph 3,7 bis 4,4. Bei Standort 11 miissen nach 
der vierteii Probeentnahme irgendwelche auBere Einfliisse das plfitzliche 
Starke Anst eigen der pn-Zahl verursacht haben. Patscherkofel- Siidhang: 
Standort IV pn 4,1 bis 4,8, Standort V pn 3,7 bis 4,7, Standort VI pn 3,9 
bis 4,7. Warum diese Schwankungen eintraten, lieB sich aus diesen Unter- 
suchimgen nicht erklaren. 

Auf das Ansteigen der Keimzahlen und auf das Verhaltnis der 
vegetativen Bakterien zu den Sporen seheinen nach den Untersuchungen 
die Schwankungen der Wasserstoffionenkonzentration des Bodens 
keinen EinfluB zu haben. Ob die klimatischcn Verandcrungen im Laufe 
der Zeit auf die Tatigkeit der Bakterien einwirken, soil versucht werden 
nachzuweiscn. 

Die Witterungsverhaltnisse am Patscherkofel vor dem 20. Juli, dem 
Tag der ersten Probeentnahme, waren folgende: Ende Juni und Anfang 
Juli war eine Periode wolkenlosor Tago, die Somienstrahlung groB, also die 
Bodenfeuchtigkeit sehr gering. Dann setzte am 16. Juli starke Bewolkung, 
Nebel und Regen ein, die Temperatui*en (die Temi)eraturangaben, die don 
Berichten der Bergstationen der Seilbahnon entnommen sind, gelten fiir 
morgens 7 Uhr 30 Minuten ; andore Angabon standen leider nicht zur Vor- 
fiigung) lagen zwischen 7 bis 10®. Bei geringer Bodenfeuchtigkeit wird das 
Wachstum der Bodenmikroorganismen stark eingeschrankt sein. Dio 
Bakterien werden Sporen bilden. Bei Emsetzen feuchten, nicht aus- 
gesprochen kalten Wetters wird die vegetative Tatigkeit der Bakterien 
wieder beginnen, die Zahl der Sporen abnehmen. Das Ergebnis der Proben 
war dann am 20. Juli auch dementsprechend. Bei diesen Proben wurden 
allerdings nur die Rauhformen beriicksichtigt, die Zahl der Mi,coide8- 
Keime ist also geringer als in Wirklichkeit, doch wird das Verhaltnis von 
Sporen zu vegetativen Formen stiramen. Die Ergebnisse sind aus don 
Tabellen zu ersehen. 

Vom 20. Juli bis zum 3. August, dem Tage der zweiten Probeentnahme 
am Patscherkofel, war das Wetter zun^wihst noch neblig, regnerisch bis 
zum 24. Juli, dann war es leicht bewblkt bis zum 3. August. Der Boden 
war etwas feucht; infolge der leichten, wechselnden BewOlkung konnte 
zeitweise Erwarmung des Bodens durch Sonnenstrahlung eintreten, ohne 
daB er ganz austrocknete. Die Temperaturen lagen vom 30. Juli bis 
2. August zwischen 9 und 14®. Dio Bakterien werden gunstige Vegetations- 
b©<lkigungen gehabt haben, infolgedessen traten die Sporen im Verhaltnis 
zu den vegetativen Formen sehr zuriick. 

Zwischen dem 3. imd dem 23. August war es bis zum 6. August neblig 
imd regnerisch, dann nahezu wolkenlos bis zum 22. August. Am 22. August 
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gab es einen starken Gewitterregen. Die Temperaturen lagen zwisohen 
12 und 16®. Die Bakterien diirften w&hrend der langen Trockenzeit mit 
starker Sonnenstrahlung vollkommen sporuliert gewesen, durch den Qc- 
witterregen aber zu neuer T&tigkeit angeregt worden sein. Die vegetativen 
Formen iiberwogen noch nicht an alien Standorten die sporulierenden. 

Vom 23. August bis 27. September war eine Trockenperiode. Nur 
an 3 Tagen war es neblig. Vom 27. bis 30. September regnete es. Die Tem- 
j)eraturen waren schon niedriger: 7 bis 9®. Die Verhaltnisse diirften die 
gleichen wie in der vorhergehenden Zeit zwischen den Probeentnahmen 
gewesen sein: Vollkommene Sporulation der Bakterien, durch den kurz 
vor der Probeentnahme einsetzenden Regen wieder t)berwiegen der Vege- 
tativen. 

Vom 30. September bis 7. Oktober war es bewolkt, am 4. Oktober 
fiel Schnee. Boi der Probeentnahme am 7. Oktober waren die Standorte 
schon wieder schneefrei. Die Temperaturen waren um 0®. Die Sporen 
iiberwogen weitaus. 

Am 8. Oktober fiel Schnee, ebenso am 10. Oktober. Am 14. Oktober 
waren die Standorte alle xmter Schnee. Fast nur Sporen waren zu finden. 
Die Sporen am 7. Oktober schienen teilweise noch ausgekeimt, die Keim- 
linge aber durch den plotzlichen Schneefall am 8. Oktober zugrunde ge- 
gangen zu sein, da die Koirnzahlen am 14. Oktober durchwegs niedriger 
waren als am 7. Oktober. 

So wie sich auf dem Patseherkofel die Verhaltnisse der Keimzahlen 
erklaren, lassen sie sich auch am Hafelekar verstehen. 

Nach emer Wittorungsjwriode, die fiir die Bakterien giinstig war, gab 
es Ende Juni plotzlichen Wettersturz mit Schneefall, dabei miissen die 
meiston Vegetativen zugrunde gegangen sein, sonst kann man sich die 
geringe Zahl am Siidhang nicht erklaren. Im ganzen Juli war es am Hafelekar 
neblig, bewolkt und ziemlich kalt, durchschnittlich 3®. Eine besonders 
reiche Tatigkeit worden dio Bakterien nicht haben entfalten kbmien, daher 
die immer noch schwache Anzahl am Tag der Probeentnahme, dem 27. Juli. 

In der Zeit vom 27. Juli bis 13. August fiel am 3. und 5. August 
Schnee. Die Temperaturen waren um 0®. Dann wurde os warmer am 
7. August imd wolkenlos am 8. August. Temperaturen um 10®. Die Bakterien 
wuchsen in dem vom Sehmelzwasser feuchten und von der starken Somien- 
strahlung erwarinten Boden sehr stark. Da der Boden aber infolge der 
intensiven Sonnenstrahlung schnell wieder austrocknete, sporulierten sie 
bald. Der 13. August war schon der 6. Tag intensivster Sonnenstrahlung. 

Vom 13. bis 29. August war eine Trockenjieriode. Die Proben ent- 
hielten am 29. August fast nur Sporen ; auch der Gesamtkeimgehalt w€ir 
zuriickgegangen. 

Die Zeit vom 29. August bis 29. Sejit ember war anfangs trocken, dann 
um den 13. September regnerisch und anschliefiend bis 22. September sehr 
trocken, dann bis 29. September neblig ohne besondere Niederschlage. 
Das Wachstum wird nach dem Regen um den 13. September eine Helebung 
erfahren haben, dann werden wieder Siioren entstanden sein imd schlieBlich 
durch den Nebel, der etwas den Boden angefeuchtet haben wird, sich eine 
schwache Keimimg vollzogen haben. Da vom 22, August ab die Tem- 
peraturen sehr niedrig waren, um 6®, wird die Keimung jedenfalls sehr 
schwach gewesen sein. 



72 


E. Grcindmami: 


Vom 29. September bis zum 13. Oktober fiel sehr viel Sohnee, die 
Standiorte waren fast dauemd mit Schnee bedeckt. Die Temperaturen 
waren demgemaS sehr niedrig. Es wurden fast nur Sporen gefunden. 

Aus diescn Ergebnissen kann man wohl den SchlnB ziehen» daB 
die Tatigkeit des Bac, mycoides im wesentlichen von den klimatischen 
Verhaltnissen, besonders von der Bodentemperatur und dem Wasser- 
gehalt des Bodens abhangig ist, wie es durch Feh^ (3) beziiglich des 
Mikrobenlebens des Waldbodens fostgestellt wurde. 

Die Schwalikungen der Gesamtkeimzahlen — Spornlierende und 
Vegetative — an einem und demselben Standort sind ziemlich stark: 
So wurden an manchen Standorten, z. B. Hafelekar 11, Schwankungen 
zwischen 200 bis 7500 Keimen, bei IV zwischen 3400 und 73000 Keimen, 
ebenso auf dem Patscherkofel bei 11 zwischen 1000 und 25800, bei 
III zwischen 2200 und 27600, bei V zwischen 12400 und 78200 Keimen 
festgestellt. 

Ein Blick auf die Tabellen 1 bis 4 zeigt offenkundig ein allgemeines 
Ansteigen der Gesamtkeimzahl in der Hauptvegetationsperiode der 
alpinen Region und ein allgemeines Sinken gegen den Herbst. Daraus 
ist, selbst bei Beachtung untontrollierbarer Begleitumstande, zu 
schliefien, daB viele Individuen mit der Verschlechterung der AuBen- 
bedingungen vor der Sporulation zugrunde gehen oder lebensunfahige 
Sporen erzeugen. 

Die Feststellungen im ersten Teil der Arbeit uber die Verbreitung 
des Bac. mycoides durften im groBen und ganzen durch diese Ergebnisse 
nicht erschiittert werden, da sie ziemlich eindeutig sind, wohl aber 
lassen sich manche Unstimmigkeiten im Verlaufe der betreffenden 
Kurven auf die Ungleichheit der Bedingungen zuruckfuhren, die zur 
Zeit der Probeentnahme an den mannigfaltigen Standorten herrschten. 

8. Untersttctaungen Uber das Wachstum von Stimmen verschiedener 

Standorte. 

Im ersten Abschnitt uber die Verbreitung des Bac. mycoides ergab 
sich, daB die Wasserstoffionenkonzentration eines beweideten Bodens 
keine Rolle fur die Verbreitung des Mycoides spielt. Nun soUte unter- 
sucht werden, ob sich Wachstumsunterschiede nachweisen lassen 
zwischen Stammen von Dungboden und von dungfreien BOden, die 
sich auBerdem durch entgegengesetzte extreme pn-Werte unterscheiden. 
Bei dieser Gelegenheit soUte auch untersucht werden, ob bei diesen 
jfyeotefes- Stammen verschiedene Stickstoffquellen bei bestimmtem pn 
der Nahrlosung fur den Aufbau der Korpersubstanz verschieden aus- 
genutzt werden. Leider muBte zunachst die Zahl der zu untersuchenden 
Stickstoffquellen sehr beschrankt werden, obgleich es beim Mycoides 
von groBer Wichtigkeit w&re festzustellen, welche Stickstoffquellen 
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er ajs typischer Stickstoffuznsetzer besonders bevorzugt. Es wurde bei 
diesen Untersuchungen weniger Wert dajrauf gelegt zu erfahren, wie die 
chemischen Leistungen der Stamzne variieren, sondem festzustellen, 
ob ein Stamm von saurem Standort (mit durch Diingung fur ihn 
giinstigen Lebensumstanden) gcringeres Wachstum zeigt, wenn man 
ihn in ein alkalisches Nahrmedium bringt und umgekehrt. Zur 
Ermittelung der Wachstumsintensitat erwies sich am geeignetsten die 
gewichtsmafiige Bestimmung der Trockensubstanz der in den Nahr- 
fliissigkeitcn gewachsenen Bakterien. Aus dem Stickstoffgehalt der 
Trockensubstanz kann man unter der Annahme, daB die stoffliche 
Zusammensetzung der Bakterienzelle, besonders des EiweiBes als 
stickstoffhaltiger lebenswichtiger Substanz, von der Ernahrung ab- 
hangig ist, auf ihren „Ernahrungszustand“ schlieBen. 

Es kommt also im wesentlichen bei vorliegenden Untersuchungen 
darauf an festzustellen, wie sich die einzelnen Stamme von verschie- 
denem Standort im bestimmten Nahrmedium bei bestimmter Wasser- 
stoffionenkonzentration im Wachstum, festgelegt durch die Bestimmung 
der Bakterientrockensubstanz und ihros Stickstoffgehaltes, verhaJten. 
Zur quantitativen Bestimmung der Bakterientrockensubstanz wurde 
ein von mir ausgearbeitetes Filtrationsverfahren (11) benutzt. 

Die Stickstoffbestimmungen geschahen nach Kjeldahl in einem Mikro- 
appamt. Als Vorlage diente n/70 HCl; zuriicktitriert wurde mit n/70 
NaOH mit Methylrot als Indikator. Durch den Apparat wurde wahrend 
der Destination ein Luftstrom gesogen. Um zu verhindem, daB mit dieser 
Luft in irgendeiner Form bestimmbarer N in die Analyse gelangt, wurde, 
W€ts am Apparat nicht vorgesehen war, eine Waschflasche mit HjSOt 
vorgeschaltet. 

Meinen Versuchen sollte eine konstante mineralische Nahrlosung zu- 
grunde gelegt werden, in der nur immor die Stickst off quelle und das pn 
eine Andenmg erfahren sollten. 

In synthetischen Nahrlosungen mit Asparagin, wie denen von Frdnkel, 
Maasaen, Proakauer \xnd Beck, Eobinaon und Tartar, Qlinka-Tachemorutzky, 
wuchs Bac. mycoides entweder gar nicht oder nur sehr schlecht, wie folgende 
Beispiele zeigen: 

Nahrl^sung nach Frdnkel ohne besonderen Zusatz oder mit Zusatz 
einer Kohlenstofbjuelle : nach 7 Tagen nur minimales Wachstum. 

NahrlOsung nach Robinson und Tartar imd 1 Asparagin: nach 
12 Tagen nur sehr maBigos Wachstum. 

N&hrlbsimg nach Maasaen und 1 Glucose: nach 20 Tagen gates 
Wachstum. Das Wachstum trat so plotzlich ein, daB man an eine Ver- 
imreinigung denken konnte, was aber, wie die Untersuchung ergab, nicht 
der Fall war. 

Nahrldsung nach Proakauer imd Beck: nach 16 Tagen schwaches 
Wachstum. 

NahrlOsung nach Qlinka-Tachemorutzky, statt Pepton Asparagin: 
nach 10 Tagen mittehnaBiges Wachstum. 
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Ich entschied mich fiir die Nahrldsung von Qlinkd-TschemortUzky (12), 
dA die Aiisf&llung, die bei alien N&hrl5sungen beim ersten Sterilisieren 
eintritt, hier verMltnismABig gering ist, mithin die ursprungliche Zu- 
sanunensetznng der N&hrldsung am wenigsten geandert wird. 

Die Beimi)fung der Kulturkolben ge»chah f olgendermafien : Von einer 
24 Stunden alien Schragagarkultur warden zwei Dsen in 5 com 0,85 %iger 
NaCl-LOsimg gebracht, diese wurde nach griindlichem Schiitteln durch 
sterile Watte filtriert, um groCere Flocken zuriickzuhalten ; vom Filtrat 
warden dann mit steriler Pipette in jeden Kolben 0,5 ccm iibertragen. 
Nach der Beimpfang and dann in Abstanden von 24 Stunden warden die 
Kulturen zwecks Anreicherung mit Sauerstoff umgeschiittelt. Die Kolben 
warden bei 28® 70 Stunden lang aufbewahrt. Nach Ablauf der Versuchszeit 
wurde ein hangender Tropfen auf Sporen untersucht. Gleichzeitig wurde 
jede Kultur auf Reinheit and auf etwa vorhaiidene Koagulate and Aua- 
fMlungen gepriift. 

Die pn-Bestimmungen warden mit der Indikatorenmethode unter 
Zuhilfenahme des Komparators nach Michaelis ausgefiihrt. 

Zur Untersuchung warden Stamme herangezogen, die aus den Boden- 
proben mit extremen pn-Werten stammten: Stamme A aus Bodenprobe 
Nr. 214 (beweideter -ZdrcAcn-Mischwald, Rhododendron ferru- 

gmeurHf Vaccinium, 1640 m, pn 5,7, Urgostein. Haufigkeitsgrad 25) imd 
Sttaime E aus Bodenprobe Nr. 16 (Felsspalte, sparlich mit Moos bewachsen, 
1670 m, ph 8>0, Kalk, Haufigkeitsgrad 2). 

Um die Stamme zu isolieren and die Nichtsporonbildner abzutoten, 
wurde die Aufschwemmung der Bodon zunachst etwa lOMinuten lang 
bis 70® erwarmt. Hierbei zeigte sich, daB gorade in diesen beiden Boden- 
aufschwemmungen nach dieser Vorbehandlung eine Entwicklung des 
Bac. mycoides nicht mehr eintrat, im Gegensatz zu drei anderen Boden- 
proben, die ein pn von 6,4, 7,1, 7,5 aufwiesen. Dieser Befund laBt vermuten, 
daB Bac. mycoides unter den ortlichen Bedingungen nicht sporuliert hatte. 
Die Kulturen muBten also aus nicht erhitzten Bodenaufschwemmungeii 
isoliert werden. 

Da, wie im zweiten Toil der Untersuchungen festgestellt wurde, das 
Ph der Standorte nur wenig schwankt, warden, um jede Beeinflussung 
der Stamme durch Anderung dos pn-Wertes des Nahrbodens zu veiineiden, 
die St£umne auf einem Nahrboden weitergeziichtet, der der Wasserstoff- 
ionenkonzentration entsjirach, die der Standort am Tago der Probeentnahme 
hatte. 

An den einige Zeit nach Isolierung der Reinkulturen zur Kontrolle 
der Reinheit gegossenen Flatten fiel* auf, daB alle Stmnme ,,Rauhformen“ 
und Ubergange zur „Glattform“ aufwiesen, obwohl sie urspriinglich von 
Kolonien abgeimpft waren, die die typische „Rauhform“ des Bac. mycoides 
darstellten. Bei alien Stammen wurde die absolute Reinheit mehrfaoh 
unter dem Mikroskop und durch PlattenguB gepriift. 

VersuchsergebiiiBse. 

Die Grundnahrlosung war die von Qlinka-Tschemorutzky (12). Die 
Zusammensetzimg ist auf 1000 ccm H 2 O folgende: Pepton WUte 10,0 g, 
MgSO*. 7H2O0,6*g, NaC10,lg,K,HPO4 1,0 g, FeS 04 0,02 g, CaCl 2 0,lg. 

Als Stickstoffquellen warden benutzt: Pepton als die allgemein fiir 
Nahrfliissigkeiten iibliche Stickstoffquelle, Hefeextrakt als eine rein pflanz- 
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liche Stickstoff quelle und Hiiminsaure^, die im Boden eine groBe RoUe 
spielt. Einmal muBten Pepton und HuminsAure gleichzeitig auch als 
Kohlenstoffquelle dienen, und zum anderen Male wurde Glycerin als Kohlen- 
stoff quelle hinzugefiigt. Hefeextrakt wurde einfach zu 1 % in H 2 O geldst. 

Als Ausgangs-pH der zu beimpfenden Kahrlosung wurden ph 8,0, 
Ph 7,3, Ph 0,0 angewendet, pn 8,0 als Standorts-pn der Stamme E, pn 7,3 
als ungef&hres Optimum fiir Bac. mycoides und pn 6,0 als Standorts-pn 
der Stamme A, 

V ersuchsbeispiel, 

Nahiiosung: Glinka -Tschemorutzky mit 1% Pepton, pn 7,3; N- xind 
C- Quelle: Pepton; Stiokstoffgehalt der Nahrlosung: 7,16 mg in 50ccm; 
Kulturdauer : 70 Stunden. 

Wachstiun : Nach 24 Stunden hat der Stamm En einen flockigen, in 
sich zusammenhangenden Bodensatz gebildet, der sich beim Umschiitteln 
kaum auflost. Die Fliissigkeit selbst ist vollkommen klar. Die Flocken 
erinnern in ihrer Struktur an die Kolonien auf Agar. Der Stamm Aji ist 
schwacher gewachsen. Die gesamte Fliissigkeit ist loicht getriibt. 

Nach 70 Stunden ist der Refund ungefahr der gleiche. Stamm Ejj hat 
die Fliissigkeit auch etwas getriibt. 

Mikro8ko])ischer Refund: Ejf zoigt beginnende Sporulation, meist 
lange Ketten von Individuen. An zeigt Sporon in ganz kurzen Ketten 
von drei bis vier Individuen. 


Kultur : | 

^7/1 1 

1 


Am 

Ph nach Beendigung des Versuchs . [ 

1 

7,3 

7,5 ' 

7,4 

7,4 

Trockengewicht in mg 

31,2 

34,9 

15,0 

14,2 

N-Gehalt der Trockensubstanz in mg 

2,92 

3,47 

1,63 

1,34 

mg N 

mg Bakterien 

0,094 

0,097 ' 

1 

0,108 

0,096 


Das hervorstechendste Erge^bnis der Untersuehungen ist, daB eine 
Einwiikung d(T Wasserstoffionenkonzentration des Nahrbodens auf 
die Entwickluiig der isolierten Stamme in dem Sinnc, daB Stamm A 
bei ph 6,0 besser wuchse als Stamm E und umgekehrt Stamm E bei 
Ph 8,0 besser als Stamm A, im allgemeinen nicht beobachtet werden konnte, 
Nur in einem Falle (Versuch 15) bei Vcrwendung von Hefeextrakt als 
N- Quelle wurden bei einem pn 6,0 von Stamm A^ 55 mg, von Stamm 
En nur 6,7 mg Bakterientrockensubstanz geerntot. 

Wurde Pepton als Stickstoff quelle gogeben, so war bei pn 8,0 (Ver- 
such 2) das Wachstum beider Stamme gleich: 18,6 mg Trockensubstanz im 
Mittel. Bei den Wasserstoffionenkoiizentrationen von Ph 7,3 und 6,0 
(Versuch 1 und 6) zeigte Stamm A aber ein bedeutend geringeres Wachstum 
als Stamm E. An 6,3 mg, Eji 33,0 mg bzw. An 7,0 mg, En 13,7 mg. Dieses 

^ Die Zusammensetzung der Huminsfeure scheint auch als Praparat 
zu schwanken, da ich bei verschiedenen Sendungen verschiedene N-Ge- 
halte fand. 



Ph bei Beimptang: 

Stamm 



Ph bei Beimpfang 
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VerMltnis kehrte sich aber 
bei einem p-si 7,3 (Versuch .7) 
nach Ziisatz von Glycerin 
um, An 62 mg, Eu 27,9 mg 
Trockensubstanz. In Pep- 
ton und Glycerin pn 9,0 
(Versuch 9) trat iiberhaupt 
kein Wachstum ein, auch 
nicht nach 140 Stxmden und 
nach nochmaligem Beimpfen 
nach Ablaiif dieser Zeit. Da 
in diesen Kulturen auch 
mikroskopisch nicht die ge- 
ringste Entwicklung zu be- 
merken und die Reaktion 
der Nahrlosung unverandert 
geblieben war, muB man 
annehmen, daB die Sporen 
iiberhaupt nicht gekeimt 
hatten. Glycerin muB also 
bei einer hohen Wasserstoff- 
lonenkonzentration hem- 
mend auf die Sporenkeimung 
wirken. Dasselbe Bild zeigte 
sich auch bei Huminsaure 
und Glycerin pn 9,0 (Ver- 
such 12). 

In Hefeextraktlosung 
wuchs auch Stamm A diuch- 
weg besser als Stamm E: 
(Versuch 13) An 80,5 mg, 
Ejt 54,0 mg, (Versuch 14) 
Aji 47,7 mg, Eji 45,5 mg, 
(Versuch 15) An 65,0 mg, 
Eji 6,7 mg. Mit Huminsaure 
waren die Ergebnisse nicht 
so, wie sie nach den Vorver- 
suchen zu orwarton gewesen 
waren. Bei einem Vorver- 
such mit Huminsaure (zu 
der mineralischen GrundlO- 
sung nach Qlinka-Tschemo- 
rutzky warden 0,1- bzw. 
1 %ifi^e Huminsaure gegeben) 
trat nach 24 Stunden ein 
sehr gutes, flockiges Wachs- 
tum ein, und zwar bei 
0,l%iger Huminsaure be- 
deutend mehr als bei 1 %. 
Diese Nahrlosung war aber 
nicht durch Membranfilter 
filtriert worden, sondem 
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nur dutch gehArtete Papierfilter. Bei den Hauptversuchen muBte dutch 
Membranfilter mit det Porenweite 0,4 \i filttiert wetden; diese Filtration 
hat anscheinend Anderungen in det Beschaffenheit det N&hrldsung im 
Gofolge, die das Wachstum ungiinstig beeinflussen. Ein normales Wachstum 
fand nur kurze Zeit statt, dann gab es Sporen oder anormale Formen. 
Dfis waren etwas deformierte, leicht gekriinmite Stabchen, also Hunger- 
formen oder teratologische Fomien, Riesenstabchen und fast blasenfOmiige 
Gebilde mit gekdmtem Inhalt. Der Zusatz von Glycerin zur Huminsaure 
wirkte sich bei Pk 7,3 und 8,0 (Versuch 10 und 11) giinstig aus. Es gab 
normales Wachstum. Stamm £Jii wuchs bei ps 7,3 besser als Aji: Eji 
11,8 mg, Ajt 6,7 mg, und bei pn 8,0 war es umgekehrt: 4,9 mg, Aji 

6,2 mg. Bei pn 0,0 zeigte sich, wie schon erwahnt, kein Wachstum. 

Nach den Ergebnissen unterscheiden sich die isolierten Stamme 
weniger durch ihre Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen als durch das Ausnutzungsvermogen der 
Stickstoff- und KohlenstoffqueUen. In einem allgemein gut zusagenden 
Nahrmedium wie Hefeextrakt und mineralischer Grundlosung und 
Pepton mit Glycerin wachst der Stamm A^ unabhangig vom pu be- 
deutend besser als wahrend bei mineralischer Grundlosung und 
Pepton Oder Huminsaure, also in Nahrmedien, die dem Bac. rnycoides 
weniger zusagen, Stamm Ejj das bessere Wachstum aufweist. Man 
kdnnte diese Beobachtungen dahin deuten, daB A jj in seiner Erndhrung 
auf gilnstigere Bedingungen eingestelU ist als Stamm Ejj. 

Der Quotient mgN/mgBakt. ist bei Pepton und Pepton und 
Glycerin, wie aus der Tabelle zu ersehen ist, nicht einheitlich. Bei 
Hefeextrakt und Huminsaure mit Glycerin dagcgen ist der Quotient 
unabhangig vom ph bei jeder Kulturfliissigkeit gleich. Es scheint 
demnach eine gewisse* Abhangigkeit zwischen Nahrmedium und N-Ge- 
halt der Bakterienmasse oder ihrem Ernahrungszustand zu bestehen. 
Andererseits sehcdnt aber auch das Entwicklungsstadium der Kultiu* 
fiir den Quotienten von Bedeutung zu sein, denn in den Fallen, wo die 
Kulturcn gerade bei der Sporulation waren (Versuch 1, 3, 7, 13, 14), 
waren die Quotienten am groBten, etwa 0,10, wahrend der Quotient 
in noch nicht sporulierenden Kulturen um 0,078 herum lag. In den 
Fallen, wo nur Hungerformen auftraten, ist der Quotient fast gleich, 
etwa 0,043 (Versuch 3, 4, .3). Die Unterschiede der Quotienten kdnnten 
vieUeicht so erklart werden, daB in einer gerade sporulierenden Kultur 
die Bakterienzelle zur Bildung einer Spore riel EiweiB angesammelt 
haben muB, mehr jedenfalls, als wenn sie ihren normalen Stoffweohsel 
fortsetzen wiirde. In Hungerformen wurde, wie zu erwarten war, der 
geringste Stickstoffgehalt gefunden. 

Die Vertaderungen der pn-Zahl des Nahnnediums durch das Wachstum 
waren nicht so groB, wie man nach don Ergebnissen von Qlinka-Tschemo- 
rutzky erwarten konnte. Allgemein trat ein Riickgang des Ph bei einer 
anfanglichen Wasserstoffionenkonzentration von ph 8,0 ein, und zwar 
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war er am st&rksten bei Hefeextiakt, wo die bie auf 7,6 bzw. 7^4 

herunterging (Versuoh 14). Bei pn 7,3 ging das ph toils sogar hinauf (Ver* 
such 1, 7, 17) und nur bei Hefe und Hmninsaure mit Glycerin (Versuch 10 
tind 13) herunter, bei pn 6,0 ging es allgemein hinauf mit Atisnahme der 
Kulturen, in denen anormale Formen auftraten odor das Wachstum ganz 
imterblieb. Alle diese Anderungen sind jedooh nicht unbedingt zuverl48sig, 
da durch das Umschiitteln der Kulturen ein Toil des eventuell gebildeten 
Ammoniaks aus der Fliissigkeit ausgetrieben und dadurch das ungleioh- 
mafiig ver&ndert wurde. 

Sporen wurden bei Huminsaure mit Glycerin (pn 7,3 und 8,0, Versuch 10 
imd 11) gefunden und beginnende Sporulation in Pepton (pn 7,3, Versuch 1), 
bei Stamm Ejj (pn 6,0) nach 140 Stunden (Versuch 3) in Pepton mit Glycerin 
(Versuch 7) und in Hefeextrakt (Versuch 13, 14, 16). Hungerformen zeigte 
Stamm Ajj bei Pepton (pn 6,0, Versuch 3), bei Huminsaure (pn 7,3 xmd 6,0, 
Versuch 4 und 6), Stamm Eu bei Hefeextrakt (pn 6,0, Versuch 16). Es 
waren kleine, verkiimmerte, in ihrer Form unregelm4Bige St&bchen, mit- 
unter wohl auch leere Membranen. Die teratologischen Formen, die bei 
Huminsaure (pn 8,0) auftraten, bestanden aus Riesenst&bchen und blasen- 
formigen Gtebilden, deren gekfirnter Inhalt Molekiilarbewegung imd teilweise 
ein Flimmem des gekdmten Inhalts zeigte. 

Bei fast alien gut wachsenden Kulturen fiel auf, daB Bac, mycoides 
anfangs bei vbllig klar bleibender Fliissigkeit aussohlieBlich in Flocken 
wuchs, die sich spater teilweise aufzulosen begannen und die Fliissigkeit 
triibten. Es waren dann viele Einzelstabchen zu finden, die meist als Kurz- 
stabchen anzusprechen waren. Bisweilen waren auch in den Kulturen 
Hautfetzen zu finden, die in ihrer Struktur an die dicht aneinandergelagerten 
Ketten der „Glatt“-Form erinnerten. 

Der Zweck dieser Untersuchungen war, wie schon erwahnt, fest- 
zustellen, ob die Mycoides-^tkiamiQ, die an Standorten mit verschiedenem 
Ph gefunden wurden, in ihrem Wachstum Beziehungen zu dem pn des 
Standortes erkennen lieBen. Das scheint nach den vorUegenden Er- 
gebnissen nicht der Fall zu sein. Wohl aber konnte man Wachstuma- 
urderachiede der beiden Stdmme erkennen, und zwar in der Hinsicht, 
daJ3 der aus gediingtem Boden atamrmnde Stamm beaaer die N- und (7- 
Quellen auanutzen kann ala der aua ungediingtem Boden, 

Die nachtraglich aus den gleichen Bodenproben Nr. 214 und Nr. 16 
isolierten Stamme Aj und Exv zoigten in den Nahrlosungen Pepton 
und Pepton mit Glycerin (Versuch 16, 17) das gleiche Verhalten wie 
die Stamme Aji und Ejj, Zur Entscheidung der Frage, ob die beob- 
achteten Unterschiede als konstante Stammes- oder voriibergehende 
Standortseigentiimlichkeiten zu deuten sind, geniigen die Versuche 
aUerdings nicht. 

Die Tatsache, daS es Stamme gibt, die N-Quellen ver* 

schieden ausnutzen was durch weitere Versuche bei Ausdehnung 
auf andere Quell^n noch klarer zu erhaxten ware lieB die Frage auf- 
kommen, ob nicht etwa der Umsetzer N-haltiger organischer Substanz 
und NH 3 -Bildner Mycoidea imter Umstanden auch anorganiache N- 
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Quellen veraxbeiten kann. Zur KUwning dieser Frage wurden Ver- 
suche mit der Ni^brldsuiig nach Olirthi-TachernoTvizhy ausgefiihrt, in 
der Pepton durch Ammcmiurnsalze ersetzt und 2% Glycerin als C- 
Quelle hinzugegeben wurde. 

Mit NH4NOi als N- Quelle war nach 3 Tagen Wachstum ein- 
getreten. Es wurden Kulturen von fiinf verschiedenen Stammen an- 
gelegt, die sich alle gleich verhielten. Die Nahrldsung hatte wie alle 
dieser Versuchsreihe ein pn = 7,3. Alle Kulturen batten einen flockigen 
Bodensatz. Der mikroskopische Befimd zeigte nach 8 Tagen Sporen 
und teilweise Involutionsformen. 

Auch mit (NH4)2S04 als N-Quelle trat bei alien Stamlnen Wachs- 
tum ein. Nach 14 Tagen waren die Kulturen stark mit Flocken 
durchsetzt. Mikroskopisch zeigten sich viele kleine Ketten von zwei 
bis vier Individuen, daneben Gtewirre von Faden zu Flocken vereinigt. 
Sporen waren in keiner Kultur zu finden. Bei Stamm C, bei Citreua 
und bei der Olattform schien leichte Eigenbewegung vorhanden zu sein. 
Auch hier wurden alle Kulturen wie beim vorhergehenden Versuch 
durch PlattenguB auf Reinheit nachgepruft und erwiesen sich als rein. 
Citreua wuchs wieder gelb, obwohl er auf Agar ofter in einigen Teilen 
der Kolonie in die gewohnhche farblose Form umschlug. Bei Aj und C 
zeigte sich erne starke Neigung, die Glattform zu bilden. 

In der Nahrlosung mit CaNOa als N-Quelle trat nach 20tagiger 
Kultur noch immer kem Wachstum ein Es scheint also nur der Ammo- 
niakstickstoff verarbeitet zu werden. 

Zur emwandfreien Verwertung dieser Ergebmsse muBte eine 
nahere Untersuchung der Stoffwechselvorgange durchgefuhrt werden. 
Jedenfalls ist aber bei Mycoides eine EiweiBs3aithese aus anorganischen 
N-Salzen bei Anwesenheit emer bestimmten orgamschen C- Quelle 
durchaus moglich, imd es ware sehr mteressant, den N-Gehalt so ge- 
wachsener Baktenenleiber festzustellcn Leider war es mir im Rahmen 
dieser Arbeit nicht mehr moglich, entsprechende Untersuchungen aus- 
zufuhren. Es mussen jedenfalls eigenartige Zusammenhange sein, 
da Asparagin unter den gleichen Bedmgungen bedeutend schwacher 
verarbeitet wurde. Die Tatsache, daB Ammoniak, Asparagin imd 
Pepton dem Mycoides als N-Quelle dienen konnen, und daB Ammoniak 
wiederum als sein bekanntestes Endprodukt des Stickstoff-Stoffwechsels 
gilt, laBt Beziehungen zum N-Stoffwechsel der grunen Pflanzen zu. 
Hier ist NH3 uber Aminosauren Baustoff des EiweiBes, es kann 
EiweiB wieder uber Aminosaure zu NH3 abgebaut werden. Durch 
die Feststellung, daB Mycoides N aus NHg-Salzen aufnimmt und zum 
Kbrperaufbau benutzt, ist es in dem Bereich der Mdglichkeit geruckt, 
daB der N-Stoffwechsel auch hier ahnlich dem der grunen Pflanze 
vonstatten geht. Vielleicht kann man auch bei den Bakterien auf 

Archly fttr Mikrobiologie. Bd. 6. 0 



82 


£« Orundmarm: 


Gnmd der physiologischen Fahigkeit des Mycoidea noch eimnal fest- 
stellen, daB das NH3 das Alpha luid Omega im N-Stoffwechsel ist. 
Sehr bemerkenswert ist auch, dafl mit (N* 114)2804 als N- Quelle nach 
14 Tagen immer noch keine Sporen gebildet waren, wahrend auf Agar 
schon nach 3 Tagen und ofter noch friiher Sporulation eintrat. Da es 
sich in den Ammoniumsalznahrl5sungen wahrscheinlich um keine sehr 
giinstigen Ernahrungsverhaltnisse fiir den Mycoidea handelt, kann man 
wohl annehmen, daB die N- Quelle nicht ausreicht, um den fiir die 
Sporenbildung notwendigen EiweiBgehalt der Bakterienzelle zu liefem. 
Aber um auf alle diese Fragen naher eingehen zu konnen, muB man 
den Stoffwechsel erst genau kennen. 

Aus den Untersuchungen im dritten Teil der Arbeit ergibt sich, 
daB Beziehungen zwischen der Wasserstoffionenkonzentration des 
Fundortes und dem Wachstum von Bac. mycoidea in dem Sinne, daB 
die auf saurem Boden gefimdenen Stamme besser in sauron Nahrlosungen 
wachsen und umgekehrt alkalische besser in alkalischen Nahrlosungen, 
nicht festgestellt werden konnten, wohl aber lioBen sich Unterschiede 
in der Wachstumsintensitat bei den Stammen von verschiedenen 
Standorten nachwcisen. 

Wider Erwarten wuchs Bac. mycoidea, obwohl er bisher in bezug 
auf Stickstoff als heterotroph gilt, in Nahrlosungen mitNH4N03 und 
(N 114)2804 als einziger 8 tickstoff quelle. 

Zusammenfassunir. 

1. Die Verbreitung des Bac. mycoidea im Hochgebirge ist im wesent- 
lichen abhtogig von der Diingung und Bearbeitung des Bodens, gleich- 
giiltig welcher Zusammensetzung das anstehendc Gk'stein ist. Die 
Hohengrenzen fiir die Verbreitung des Bac. mycoidea stimmen mit 
den Beweidungsgrenzen iiberein. In vegetationslosen Boden kommt 
Bac. mycoidea nur dann vor, wenn Reste organischer Substanz vor- 
handen sind. An Nordhtagen ist der Mycoidea~(^\idM des Bodens be- 
deutend geringer als an 8udhangen, wie an zwei Beispielen genauer 
ausgefiihrt wurdo. 

2. Die Wasserstoffionenkonzentration des Bodens ist fiir die Ver- 
breitung nicht maBgebend, wenn es sich um Dungboden handelt, sie 
scheint aber EinfluB auf die Verbreitung in dungfreien Boden zu 
haben. Auch auf die vegetative Tatigkeit und auf die Sporenbildung 
des Bac. mycoidea scheinen die Schwankungen der Wasserstoffionen- 
konzentration des Bodens keinen EinfluB zu haben. Die Schwan- 
kungen des Boden-pH sind nicht sehr stark. 

3. Die Schwankungen im Mycoidea-GfOhaXt des Bodens und das 
Verhaltnis der Zahl von vegetativen Zellen und Sporen zueinander 
scheinen allein abhangig zu sein von den klimatiachen Verhaltnissen 
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des Standortes. Der Gtesamtkeimgehalt erreicht zur Zeit der Haupt- 
vegetationsperiode allgemein die hochsten Werte und fallt gegen den 
Herbst. 

4. In den Bodenproben vom Hafelekar (Kalk) und Patscherkofel 
(Urgestein) wurdon Glattformen und Rauhformen des Bazillus und alle 
Obergange von einer Form zur anderen gefunden. 

5. Nach dem Verfahren zur quantitativen Gewinnung von Bakterien- 
trockensubstanz aus fliissigen Nahrmedien mit dem Membranfilter von 
Zsigmondy wurde festgestellt, daB eine Abhangigkeit im Wacbstum 
von der Wasserstoffionenkonzentration der Nahrlosungen in dem Sinne, 
daB die auf saurem Boden gefundenen Stamme besser in sauren Nahr- 
Idsungen wachsen und umgekehrt die in alkalischen Proben gefundenen 
besser in alkalischen Nahrlosungen, nicht vorhanden ist. Wohl aber 
konnten Unterschiede in der Wachstumsintensitat zwischen den 
Stammen von verschiedenen Standorten in dem Sinne festgestellt 
werden, daB Stamme aus gcdiingtem Boden die C- und N-Quellen 
besser ausnutzten als Stamme von ungediingtem Boden. 

6. Es wurde Wachstum mehrerer Stamme des Bac, mycoides in 
Nahrlosungen mit Glycerin als C- Quelle festgestellt, die als einzige 
Stickstoff quelle Ammoniumsalze enthielten. 

Vorliegende Arbeit wurde im Botaninchen Institut der Univorsitat 
Innsbruck ausgefiihrt. Fur das rege Intoresse an der Arbeit und fiir die 
vielen Anreguiigen sage ich Herrn Prof. Dr. Adolf Sperlich meinen auf- 
richtigsten Dank. 
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I* Einleitung* 

1. Fragestellung, 

Unsere Kenntnisse von den symbiontischen Beziehungen zwischen 
Tieren und pflanzlichen Mikroorganismen haben sich in den letzten 
Jahren sehr erweitert. Buchner ist mit eigenen Forschungen an der 
Entwicklung des Gebietes wesentlich beteiligt. AuBerdem verdanken 
wir ihm eine zusammenfassende, kritische Darstellung des gesamten 
Tatsachonmaterials (1930) . Dabei ging Bndvmr von der Arbeitshypothese 
aus, daB die symbiontischen Verbindungen von Tieren mit Algen, Pilzen 
und Bakterien die Wirtstiere zu einer Leistungssteigerung uber ihre 
eigenen Moglichkeiten hinaus befahigen. Die Annahme, daB es sich 
bei diesen Mikroorganismen tatsachlich um Symbionten und nicht 
etwa um Parasiten handelt, wird nach Buchner dadurch gestutzt, daB 
die Symbionten innerhalb einer symbiontenfuhrenden Art regelmaBig 
vorhanden sind, und daB femer in vielen Fallen das Fortbestehen der 
Sjrmbiose durch' Ubertragungseinrichtungen gesichert ist. 


^ I. und II. Mitteilung siehe Schwartz (1924, 1932). 
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Die zahlreichen S3m[ibiosen von Tieren mit Pilzen und Bakterien 
zeigten, dafl symbiontische Einrichtungen vornehmlich bei Tiergruppen 
mit einseitiger Emahrung zu finden sind, und Biichner schlofi daraus, 
daB die Symbionten in Beziehung zur Emahrimg ihrer Wirte stehen. 

Die experimentelle Priifung der Hypothese Buchners ist erst ver- 
einzelt in Angriff genommen worden. Es ist die Aufgabe dieser Arbeit, 
auf einem Teilgebiet die Brauchbarkeit dieser Hypothese experimentell 
zu prufen. Als Untersuchungsobjekte wurden die Holzfresser gewahlt, 
liber deren Physiologic schon einige zum Teil widersprechende Angaben 
vorliegen. 

Fiir die experimentelle Priifung ergeben sich folgende Gesichtspunkte, 
die auch Buchner zum Teil angefuhrt hat : 

1. Erforschung der Leistimgen der S 5 mibionten in Reinkultur, ins- 
besondere ihrer enz 5 rmatischen Fahigkeiten. 

2. Erforschung der Leistimg des tierischen Verdauungssystems an 
Hand von Fermentversuchen und von vergleichenden Futter- und 
Kotanalysen. 

3. Symbiontenfreie Ziichtung der Wirte und Priifung auf Ausfall- 
erscheinimgen. 

Die beiden ersten Mbglichkeiten wurden in dieser Arbeit naher verfolgt, 
wahrend der dritte Punkt nicht beriicksichtigt werden konnte, da er nur 
bei besonders geeigneten Objekten Erfolg verspricht. 

Im Zusammenhang mit dem Symbioseproblem erscheint es wichtig, 
soweit als mbglich deis Vorkommen der symbiont ischen Organismen auBer- 
haJb der Wirtstiere, etwa im Nahrungssubstrat, zu verfolgen, um damit 
einen Anhaltspunkt iiber die Entstehung der Symbiose zu gewinnen. Femer 
verdienen alle Erscheinungen Beachtung, die etwa auf parasitische Storungen 
des symbiontischen G-leichgewichts hinweisen. 

2, Verhreitung der Symbiose bei Holzfressem, 

Innerhalb der Gruppe von Nahrungsspezialisten mit Holznahrung 
kann man nach Buchner drei Symbiosetypen unterscheiden ; 

1. Die Symbionten entfalten ihre Tatigkeit auBerhalb des Tierkdrpers. 

2. Die Symbionten sind im Darmlumen der Tiere wirksam. 

3. Die Symbionten leben intracellular in bestimmten Kdrperzellen 
der Tiere. 

Die erste Gruppe umfaBt diejenigen Insekten, die nur indirekt von 
Cellulose leben, indem ihnen Pilze zur Nahrung dienen, die sie auf Holz 
ziiohten. Die Tiere selbst nehmen niemals oder nur selten Holz in ihren 
Darm auf. Zu diesen Pilzzuchtem gehdren die holzbriitenden Ipiden (Borken- 
kafer), die Lymexyloniden (Werftkkfer) mit der Gattung HyUcoeius und 
wahrscheinlich die Platypodiden (Kernkafer). Buchner rechnet auch die 
von ihm entdeckte Symbiose der Siriciden (Holzwespen) hierher. Bei den 
holzbohrenden Ipiden und bei Hylecoetus sind die Wknde der vom Bohrmehl 
befreiten Gauge mit Ambrosiapilzrasen iiberwachsen, die von den Larven 
abgeweidet werden. 

Die Siriciden unterscheiden sich insofem von den erwahnten ^Ambrosia- 
hdfem*\ als die Larven das gesamte Bohrmehl den Darm paasieren lassen 
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und den Kot fest hinter sich in den Gang stopfen. Bis jetzt ist der Symbiose- 
pilz nur in den tJbertragungseinrichtungen der Weibchen gef unden worden. 

Die zweite Gnippe umfaBt die Symbiosen bei Termitefit LamelUcomiem 
und Tipuliden, bei denen Mikroorganismen im Darmlumen der Tiere leben. 
In einem Falle (TermUen) ist eine Cellulose verdauung durch Flagellaten 
nachgewiesen (Clevelands 1926, 1928). Bei den „Oarkammerlarven“ der 
Lamellicomier konnten Wemer (1926) und TFiedemonn (1930) im Larven- 
darm cellulosespaltende Bakterien nachweisen; neuerdings wird jedooh 
das Cellulose verdauungsvermdgen der „Gapkammerlarven“ wieder in 
Abrede gestellt (Ripper^ 1930). 

Bei der dritton mid grofiten Gruppe. (Larven aus den Kaferfamilien 
der AnohiideUs Ceramhycidens Curculionideny Bupreatiden usw.) leben die 
Symbionten intracellular. Wahrend fiir die beiden ersten Grupi)en die 
Bedeutimg der Symbiose fiir die Celluloseverwertung wenigstens in einigen 
Fallen sicher gestellt ist, aind wir bei den intracollularen S5mibiosen nur 
auf Vermutungen angewiesen. Besonders hier finden wir das Fortbestehen 
der Symbiose durch Ubertragimgseinrichtungen gesichert. 

DaB das intracollulare Vorkoinmen von Mikroorganismen eine Be- 
deutimg fiir die Emahrungsphysiologie dos Wirtstieres besitzt, hat schon 
Karawaiew (1899) vermutet, als er die Darmblindsacke von der omnivoren 
Sitodrepa panicea (Avohiidae) studierte. Escherich (1900) hat JSitodrepa 
ebenfalls untersucht und kam zu dem Ergebnis, daB die symbiontischen 
Hefen wahracheinlich bei der Verdauung eine Rolle spielen. Nachdem 
der ganze Komplex der verschiedenartigsten symbiontischen Einrichtungen 
bei Holzfressern mehr und mehr bekannt geworden, stellte schlieBlicli 
Buchner (1927), in Analogic zu andoren teilweiso gosicherten Fallen, die 
Hypothese auf, daB auch die intracell ularen Symbionten bei Holzfressern 
die (^cllulosevergarung im Darm der Tiere besorgen d. h. die dazu not- 
wendigen Fermente liefern, die dem Tierdarm an sich fehlen sollen. 

Neben typischen Holzfressern finden wir hier auch Arton, deren 
Nahrung vollkommen anders beschaffen ist, ohne daB in diesen Fallen 
die Symbiose fehlt. Einige Formen sind Voriatsschadlinge, wie Sito- 
drepa (Anohiiden)y Oryzaephilus (Cucujiden), Calandra (Curculionidcn). 
Andere wieder ernahren sich von allerloi lebenden und toten Pflanzen- 
teilen, Blattem, Stengoln, Wurzeln, BliitenbOdon und Friichten, wie zahl- 
reiche Vertreter der CurcuUoniden und Bupreatiden, Eine solche Ernahrungs- 
weise haben auch einige weitere Insektengruppen mit Symbiosen, die 
Buchner an die Holzfressor anschlieBt, namlich die Trypetiden (Bolir- 
fliegen), Lagriiden (Wollkafor), Chryaomeliden (Blattkafer) mit der Gattung 
Donacia und die Dipterengattung Daayhelea, Auch untor den Garkaimner- 
larvon (Lamellicomier und Tipuliden) gibt es neben Holzfressern viele 
Formen, die sich von Moder, Schlamm, Mist imd Wurzeln ernahren. 

Wir kennen jedoch auch zahlreiche Falle, bei denen Holznahnmg 
ohne Symbiose bewaltigt wird (Coaaua, Teredo, gewisse Ceramhyciden). 
Heitz (1927) hat die Anschauung vertreten, daB Holzverdauimg ohne 
Symbiose wohl moglich ist, daB aber die Symbionten das Tier physiologisch 
leistungsfahiger machen und ihm einen hOheren Selektionswert verleihen. 

^ 3, Unterauchungamaterial, 

Fiir die folgenden Untersuchungen wurden aus der Fiille der holz- 
fressenden Insekten einige Arten mit Pilzsymbiose ausgewahlt, namlich 
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von den Anobiiden^: Ernobius abietid, Ernobius mollia^ Xestobium 
rufomUosum, Anobium striatum und Dendrobium (Anobium) pertinax; 

von den Cerambyciden: Rhagium bifasciatum, Rhagium inquu 
sitor, Rhagium mordax, Oxymirus cursor und Leptura rubra\ 

von den Siriciden: Sircx gigas. 

Das Untersuchungsmaterial war mitunter recht schwierig zu be- 
schaffen und nicht immer in ausreicbender Menge vorhanden. Zum 
Teil konnte ich es selbst sammeln, zum Teil verdanke ich es der Freund- 
lichkeit zahkeicher Heifer. Bcsonders gedankt sei den Forstzoologischen 
Instituten der Universitat Freiburg und der Forstlichen Hochschule 
Harm. Munden sowie dor Badischen und Pfalzischen Forstverwaltung. 

4 . Lehensweise nml aymbionttsche Emrichtungen der unterauchten Grupp&n. 

Die Anobiiden-XiOXY^n leben meist in geschlagenem und bearbeitetom 
Holz, scltener in .anbruchigen Baumen; daneben kommcn aber auch 
einige Arten in j ungen Trieben, in Zapfen und 
in Vorraten vor. Dio Substrate zeichnen sich 
im allgenieinen durch eine b(‘trachtliche Trocken- 
heit aus. Unsere heimischen Cerambyciden- 
Larvcn finden sich fast ausnahmslos in Holz- 
gewachsen, toils im Holzkorper lebender oder 
toter Baume, in Baumstumpfen usw , toils 
unter der Kinde von stehendem und geschla- 
genem Holz, Manche Art(*n befallen stark 
zersetzte und vcrpilzte Substrate. Im all- 
gemeinen lieben die Bockkafer feuchtere Sub- 
strate, doch kommen auch Arten in ganz 
trockenem Bauholz voi Die Larveii der Siri- 
ciden leben in steliendcm und geschlagenem 
gesunden Holz. 

Die Larven und Imagines der Anobiiden 
besitzen an ihrem Mitteldarm gleich hinter dem 
Kaumagen sackformige Ausstulpungen, die bei 
manchen Formen betrachtliche GrolJe erreichen 
konnen (Abb. 1). In bestimmten Wandzellen 
(Mycctocyten) dieser Blindsacke leben sym- 
biontische Hefen, Die weiblichcn Kafer besitzen 
pilzgefullte Organe am Legeapparat, die es er- 
moglichen, dafi bei der Eiablage jedes Ei mit 
Hefezellen beschmiert wird. Wenn die jungen 
fressen sie einen Teil der Eischale und infizieren sich dadurch aufs neue. 

^ Die omnivore Sitodrepa panicea habe ich bei meinen Untersuchungen 
nicht beriicksichtigt. 



Darm ernes Anobtiden {Ano- 
bium ttriatum), schemati- 
slert. 

fc = Kanma|^n, 6 = Blind- 
sftcke, m = Mitteldarm, 
e = Eirohren? i = Inter- 
segmentalschl&ncbe, 

V = Vaginaltaschen. 


Larven ausschlupfen, 
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Die Hefen dringen in die Darmwand ein und geben wieder zur Bildung 
der Blinds&cke AnlaB. 

Die Cerambyciden zeigen ganz Hhnliohe Verhaltnisse, imterscheiden 
eicli aber grundlegend dadurch, daB nur die Larven, nicht aber die 
Imagines Blindsacke mit Symbionten besitzen (Abb. 2). Die BlindMcke 

sind im allgemeinen nicht so stark 
entwickelt wie bei den Anobiiden, Am 
weiblichen Genitalapparat sind wieder 
tJbertragungseinrichtungen vorhandon. 

Die weiblichen Imagines der 
Siriciden besitzen am Legeapparat 
zwei komplizierte Pilzspritzen, die es 
wohl ermoglichen, zugleich mit den 
Eiern auch die Symbionten ins Holz 

einzufuhren. Von "den Larven sind 

% 

keine Mycetocyten oder Mycetome 
bekannt. Bicchner vermutet, daB der 
symbiontische Pilz im Holz der 
Larvengange gedeiht, dann mit den 
Nagespanen in den Darm gelangt und 
dort in seiner Eigenschaft als Enzym- 

Larvaler und imaginaler Barm eines produzent die Celluloseverdauung er- 
Cerambpctden (Oxymirus cuwor), schema- ^ i v ^ 

tislert. Bezeichnungen wie bel Abb 1 moglicht. 

n. Isolierung und Kultur der Symbionten. 

1. Methods. 

Die Praparation der Anohiiden~Jae,Tven erfolgte unter dem binokularen 
Mikroskop. Nach Beinigung der Tiere nut Alkohol wurde m emem Tropfen 
Wasser mit emer kleinen Operationsschere der Kopf abgeschnitten und 
der Korper der Lange nach aufgetrennt. Dann konnte mit zwei Nadeln 
der Darm mit den Blindsacken leicbt aus dem Fettgewebe herausprapariert 
werden. Die Praparation der Imagines gestaltete sich insofem einfacher, 
als nach der Bemigung mit Alkohol ein >»Auseinanderziehen*‘ des Insektes 
zwischen Thorax imd Abdomen mit Hilfe von zwei Nadeln genugte, um 
den Darmteil mit den Blindsacken freizulegen. Handelte es sich darum, 
gemze Darme und die Beschmierorgane am weiblichen Genitalapparat 
herauszupraparieren, so muBte wie bei den Larven verfahren werden. 
Die Praparation der groBen Cerambyctden-Larven wurde unter Wasser in 
einer PrAparierschale vorgenommen, in der die Tiere nach dem Offnen in 
der liblichen Weise mit Nadeln festgesteckt waren. 

Zur Vermeidung von Infektionen wurde mit sterilen Instnimenten 
und mit stenlem Wasser gearbeitet. Besonders die Untersuchungen iiber 
die rktrmflora lieBen diese MaBnahmen notwendig erscheinen. 

Fiir Isolieruiigsversuche war besonders darauf zu achten, die Darm- 
anh&nge, die ja mit dem Darmlumen in Verbmdung stehen, auBerlich 
steril zu bekommen. Nachdem das Darmstuck mit den AnhAngen von den 
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Ubrigen Darmteilen abpr&pariert war» wurde das nunmehr ringfbrmige 
Gobilda aulgesohnitten und mehrmals mit steriler Eingerl6&unfs durch- 
gespult. Mit einer ausgegliihten Platinnadel ubertnig ich die einzelnen 
Dannteilohen von einem R6hrchen mit steriler Waschfliissigkeit in das 
n&chste. Zu Kulturversuchen in den gew6hnlichen Kkhrbdden erwies sich 
diese Vorbehandlung als ausreichend. Jedooh fiir empfindlichere Versuche, 
so zur Injjektion in die Lymphe lebender Insekten, waren die Anhtoge noch 
nicht geniigend gereinigt, da es &uBerst schwierig ist, aus den reich- 
verzweigten Aussackungen alle Nahrungsteilohen mit den daran haftenden 
Bakterien zu entfemen. In diesem Falle behandelte ich die Anhange 
24 Stunden lang mit Rin^erldsimg, der 1 bis 2 % Citronensaure zugesetzt 
war. Kontrollversuche bei Rhagium haben gezeigt, daJS hierdurch die 
Symbionten nicht geschadigt werden. Auch dann traten noch Infektionen 
durch Bakterien auf, doch konntenimmerhinhaufigbakterienfreieimpf ungen 
erzielt werden. 

Z\ir Herstellung einer geeigneten Impffliissigkeit wurden anfanglich 
die gewaschenen Darmanhange in ein Rdhrchen mit 1 bis 2 ccm Nahr- 
lOsimg Oder i?tngrerl6simg gebracht, mit der Platinnadel an der Wand des 
ROhrchens verrieben und kraftig geschiittelt. Es zeigte sich jedoch, daB 
nur ein geringer Teil der Symbionten in der Fliissigkeit zu finden war, 
die meisten dagegen im imverletzten Mycetocjrten zuriickblieben. Es muBte 
also ein anderer Weg eingeschlagen werden, der darin bestemd, daB die 
Darmanhange im Impfkasten in einem sterilen Uhrschalchen mit einem 
rundgeschmolzenen sterilen Glasstab in ein paar Tropfen Fliissigkeit ver- 
rieben wurden, bis eine feine Emulsion entstanden war, die nach Bedarf 
verdiinnt werden konnte. 

Als Kahrboden dienten bei den Isolierungsversuchen 

1. Wiirze aus Malzextrakt, spez. Gew. 1,025 und 1,015. 

2. Wiirze 1 : 1 mit Rtwgrerlosung verdiinnt , (Ringrerlosung: Aqua dest. 
100 ccm, KaCl 0,7 g, KCl 0,025 g, CaQ* 0,3 g.) 

3. Most aus Dorrobst, spez. Gew. 1,025. 

4. Most aus Feigen, spez. Gew. 1,025. 

5. Ilefewasser (100 g PreBhefe 1 Liter Wasser). 

6. Glucose-Alanin-Losimg (Ig Glucose, 0,05 g KH*P 04 , 0,025 g CaCl,, 
0,08 g Alanin, 100 ccm Wasser). 

7. Wiirze-Agar, Feigenmost-Agar, Wiirze- Gelatine. 

8. Rindenextrakt-Agar (20 g mulmige Rindenstiicke von einem Baum- 
stumpf mit Bhagiumhefall mit 100 ccm Wasser gekocht imd filtriert, 
Zusatz von 1% Glucose und 1,5 Agar). 

9. Holzextrakt-Agar (20 g frisches, fein gespaltenes Fichtenholz mit 
100 ccm Wasser gekocht und filtriert, Zusatz von 2 % Dextrin, 
0,6% Pepton imd 1,6% Agar). 

10. Fleischwasser (hergestellt aus 1 Pfimd geheu^ktem Rindfleisch und 
1 Liter Leitungswasser ohne weitere Zusatze). 

11. Lymphe lebender Insekten. 

Heitz (1927) hat darauf hingewiesen, daB man unbedingt das Verhalten 
einzelner Zellen mikroskopisch verfolgen muB, um sicher zu sein, dafi der 
angewachsene Organismus mit dem aus den Blindskcken entnommenen 
identisch ist. Zu diesem Zweck benutzte Heitz feuchte Kammem mit 
Wiirzeargartropfen. Ich verwendete vor allem die TrOpfchenmethode 
nach Lindner^ um das Wachstum der symbiontischen Organismen zu 
kontroUieren, weil man dabei die Mdglichkeit hat, bei riohtiger Wahl der 
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Verdiiimimg gleiohzeitig Einzellkulturen der betreffenden Organismen zu 
gewinnen. Um mbglichst oft eine Durchsicht der Mikrokultiiren vomehmen 
zu kbnnen, stellte ich in zehn bis zwdlf Mikroskopen geeignete Trdpfohen 
zur Dauerbeobachtung aiif und fertigte bei den Durchsichten, die tagstiber 
alle 2 bis 3 Stunden vorgenommen wurden, soweit Ver&nderungen ein- 
getreten waren, eine Lageskizze der Pilze an. Bei Organismen, die der 
kiinstlichen Kultur schwer zugsuiglich waren, wurde versucht, bei hoherer 
Einsa^t (etwa 10 bis 20 Zellen pro Tropfchen) Wachstum zu erzielen, 
da Heitz fiir SUodrej)a angibt, dafi die Symbiont en bei niederer Einsaat 
nicht wachsen. Bei schlecht wachsenden Organismen verwendete ich auch 
wie Heitz Wiirzeagartropfen in feuchten Kammem als Nalirboden. Daneben 
wurden auch Grofikulturen in Wiirzerohrchen und auf anderen Nahrmedien 
angelegt, wobei stets gepriift werden muBte, ob die gewachsenen Pilze mit 
denen in den Tropfchenkulturen identisch waren. 

Die Kultur in Lymphe lebender Insokten, die vor allem in den Fallen 
angewandt wurde, in denen aus den gewohnlichen Nahrboden kein Wachs- 
tum eintrat, erfolgte in der Weise, dai3 die Darmanhange, die teilweise mit 
citronensaurehaltiger J^iti^erlosimg vorbehandelt waren, nach Abspiilen 
m steriler jRtngrerlosung unter sterilen Bedingungen foin zerrieben und in 
die betreffenden Insekten injiziert wuiden. Ich arbeitete mit Seidenraux)en, 
spater, in der ungiinstigen Jahreszeit, mit Piix)X)en von Sphinx Ligustri 
und Pieris hraasicae oder mit den Raupchen der Mehlmotte, die sich in 
Mehl und anderen starkehaltigen Substraton leicht kultivieren lassen. 
Bei Seidenraupen imd Pupjien erfolgte das Einfiiliren der Imjiffliissigkeit 
mit einer Injektionsspritze mit diinner Nadol. Die Nadel wurde seitlich 
in eines der mittleren Segmente eingestochon und die Fliissigkeit flach unter 
die Korperwand eingespritzt. Bei Seidenraupen injizierte ich Vio t)is 1 ccm 
einer milchig triiben Aufschwemmung von Pilzen. Nach dor Injektion 
flofi moistens etwas Lymphe aus, die mit Filtrierpapier aufgesogen wurde. 
Die Tiere erholten sich in der Regel zieinlich rasch. Bei den Seidenraupen 
verklebte die Stichwunde schnell, so daB keine Grefahr des Verbliite'ns 
bestand. Bei den Puppen dagegen war es notwendig, nach der Injektion 
die Einstichoffnung mit I^araffin zu verschliefien, da sonst die gesamte 
Korperfliissigkeit auslief. Zur Injektion in die kleinen Mehlmottenraupchen 
verwendete ich feine, zu Kapillaren ausgezogene und mit Wattefilter ver- 
sehene sterile Rohrchen, mit denen nach dem Einstechen der Kapillare 
Impf fliissigkeit durch Einblasen in die Raupchen gebracht wurde (vgl. 
Schwartz, 1932). Nach einiger Zeit entnahin ich den Tieren etwas Lymphe 
zu Ausstrichpraparaten, die ich nach der Methode von Schnxirtz mit Giemaa- 
Losung farbte, Aus Seidenraupen imd Pupy)en wurde mohrmals Lymphe 
zur Prufung entnommen, in der Regel nach 12 und 24 Stunden und nach 
3 Tagen, manchmal schon nach 2 und 6 Stunden. Die Kleinheit der Mehl- 
mottenriiupchen gestattete nur eine einmalige Entnahme. 

2. Kulturverauche mit Anobiiden-Symbionten. 
a) Ernobius abietis Fbr. 

Vorkommen, Die Larve lebt in den Spindeln und Schuppen abgefallener 
Fichtenzapfen. Die befallenen Zapfen sind meist daran zu erkennen, daC 
an der Ansatzstelle der Spindel etwas FralJmehl zu bemerken ist. 

Herkunft dea Materiala, Lange Grinde (nbrdlicher Schwarzwald). 

Lokaliaation der Symbionten. Die symbiont ischen Organe wurden 
von Buchner (1921), Heitz (1927) und Breitaprecher (1928) untersucht. 
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Am vorderen Teile des larvalen Mitteldarmes, direkfc hinter dem Kaumagen, 
befindet sich eine Anzalil von Blinds^ken, deren Epithel aiis groBen, mit 
Symbionten angefullten Mycetocyten imd ans sterilen Zellen mit Stabchen- 
sliimien gebildet wird. Die Mycetocyten treten gegeniiber den sterilen 
Zellen an Zahl zuriick. Die Zollkeme der Pilzzellen sind auffallig groB und 
allseits zackig deformiert. Die Darmanhtage der Imagines zeigen dieselben 
Verhaltnisse wie bei den Larven. Die t)bertragungseinrichtungen am 
weiblichen Legeapparat smd als zwei schmale Vaginaltaschen aus- 
gebildei; femer befinden sich am Anfang des Darmscheiderohres zwei 
sogenannte „Kryptenzonen‘* mit eigentiimliehen ,,Kryptenhaaren“, in 
deren 8chutz sich die Hefen aufhalton. 

Symbionten. Die Symbionten hatte Heitz schon in Kultur. Sie 
sind meistens kreisrund, sclten langlich oder einseitig etwas zugespitzt 
und sehr verschicden grofi (Abb. 3). Fast jede Zelle enthalt cine 
Vakuole. GroBe: 2,1 bis 5,0 pi lang, 2,1 bis 4,3 p. breit, im Mittel 
3,5 [JL lang und 3,2 [x breit. Die Blindsackorganismen der Imagines 

stimmen mit denen der Larven mor- 



phologisch uberoin, ebenso die Pilze 
der Gbcrtragungseinrichtungen. 

K ulturversv^he . Darmanhange 
von vier Larven wurden in etwa 
1 com Most verrieben. Die Auf- 
schwemmung dientc zur Horstellung 

O cO QC<§ 
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Abb 3. Abb. 4. 

Symbionten von Ernnbms Aciniehrung von Inwbim aft/c//«-Symbionten 

abtHtH au8 (ien Mycetocyten Im Wnrzctropfen 


von Tropfcheiikulturon nach Llndmr und zum Impfen von Wurze- und 
Wurzeagar-Kohrchen Auf Agar eutwickelte sich sehr langsam eine 
weiBe Hefe mit glanzender, glatter Oberflache; auch in der Wurze 
waren nach einigen ^\'ochen ein Bodensatz und ein schwacher Hefe- 
ring zu bomerken. Das Wachstum in den Tropfchenkulturen ist schlecht. 
Von 15 beobachteten Zellen sproBten nur vier. Nach 3 Tagen waren 
kleine SproBverbande von sechs bis zehn Zellen entstanden (Abb. 4). 
Die Zellen, die nicht mehr weiterwuchsen, zeigten meist anfanglich 
Starke Lichtbrechung und spater granuliertes Plasma. Die neugebildeten 
Zellen waren kugelig-oval bis kreisrund, mituntcr auch langgestreckt. 
In den SproBverbanden, die die Symbionten nach funftagigem Wachs- 
tum gebildet batten (Abb. 5), fallen besonders die groBen Mutterzellen 
auf, von denen die Sprossung ausging. Es schien, daB sie wahrend der 
Sprossung im kunstlichen Substrat an GroBe zunahmen. In Wurze 
und auf Wiirzeagar waren dieselben Organismen gew£W5hsen wie in den 
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Tropfchenkulturen. Dieser Versuch wurde mehrmals unter fthn^iohen 
Bedixigungen wiederholt ; stets ergab sich eine runde, 7onJa-&hnliche 
Htfe, Der Blindsackorganismus von Emobiua abietis Fbr, hat in kiinst- 

licher Kultur annahernd dieselbe Gestalt 
und OroBe wie als intraoellularer Symbiont. 
Dieselbe Hefe wurde aus den Blinds&cken 
der Imagines und aus den Ubertragungs- 
einrichtungen isoliert. 

b) Ernobiiis mollis L. 

Vorkommen. Die Larven dieses Kafers 
werden besonders in FraBstiicksammlungelx 
schadlich, wo sie berindete Stucke von Nadel- 
holzem befallen. Die Larven leben unter der 
Rmde und fressen gewundene Rinnen und ganz 
kurze Gange in die &uBersten Holzschichten. 

Herkunft des Materials, Sammlung des 
Forstzoologischen Institute Haim. Miinden. 

Lohalisation der SymbiorUen, Brettsprecher (1928) fand bei Larven 
und Imagines weitgehende tJbereinstimmung mit Emohius ahtetia Fbr. 
Nut die Vaginaltaschen sind groBer und starker mit Pilzen angefullt. 

Symbionten. Auch die Symbionten kommen denen von Ernobiiis 
abietis Fbr, sehr nahe ; sie sind annahernd kugelig und sohr verschieden 
groB. Langgestreckte Zellen werden jedoch kaum gefunden. Breit- 
sprecher gibt eine Lange von 6 [x und eine Breite von 5 [jl an und fur 
die kleinsten Zellen einen Durchmesser von kaum 2 [ji. Sprossimg ist 
innerhalb der Mycetocyten selten. Breitsprecher will im lebenden 
Praparat in jeder Zelle einen Zellkern gesehen haben. Da die Kerne 
an ungefarbtem Material nicht sichtbar sind, wird vermutlich eine 
Verwechslung mit einem ZelleinschluB (Olkorper) vorliegen. 

Kidturversuche, Die 
Symbionten von Ernobiiis 
mollis L, wurden bis jetzt 
nooh nicht kultiviert. Da 
die Hefen der beiden Erno- 
6itw-Arten sich morpho- 
logisch sehr ahnlich sind, 
war zu erwarten, daB auch 
die Symbionten dieser Art 
der Kultur zuganglich sind. 
Impft man die Darm- 
anhange einer Larve in Wiirze, so bildet sich etwa innerhalb einer 
Woche ein schwacher Bodensatz einer kleinzelligen, Ton^Za-^hnlichen 
Hefe mit sehr schwachem Garvermogen. Auf Wiirzegelatine entstanden 


o 


CP 

nache 


cCP 

SStunden 





nach 12 


Vermehrong der Symbionten von Emolmu molHs 
im Wttrzetropfen. 



Abb. 6. 

Symbionten von Emobitu abietis^ 
Kultur in Most nach 6 Tagen. 
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nach 8 Tagen kleine, weiBe Kolonien und in Trdpfchenkulturen trat 
ebenfalls eine Vennohrung ein. Das Wachstum war besser als bei der 
vorigen Art. Von zehn zur Dauerbeobachtung eingestellten ZoUen sind 
sieben gewaohsen. Kleine ZcUen scheinen leichter zu wachsen als groBe. 
Die Sprossung setzte nach 6 bis 10 Stunden ein und ging dann ver- 
haltnismaBig rasch vor sich, so daB nach 24 bis 30 Stunden schon bis 
100 Zellen vorhanden waren (Abb. 6). Die neu entstandenen Zellen 
gleichen an GroBe und Gestalt den Mutterzellen und bilden mitunter 
sehr umfangreiche SproBverbande. 


c) Xestobium rufovillosum De G. 

Vorkornmen. Die Larven kommen in Mobeln. Bauholz und ahnlichen 
Substraten vor, sind aber auch in stehenden, morschen Baumen zu finden. 
Diese Art ist die groBte aller Anotienarten und im Larvenstadium 
an dem betrachtlichen Durchmesser der Gange und an den flachen, linsen- 
fbrmigen Kotballen leicht zu erkennen. 

Herkunft dea Materials^ Larven aus einem fichtenen MObelstiick und 
Imagines aus einem alten Futtboden. 

Lokaliaation der SymbiofUen. Bezuglich der Blindsacke der Larven 
und Imagines besteht nach lireitaprecher (1928) eine vollkommene Ober- 
einstimmung mit den gleichen Bildungen bei dem s].)ater zu besprechenden 
Anohium atriatum, Als ttbertragungseinrichtungen finden wir bei den 
Weibchen von Xeatobium Vaginaltaschen, die in Form und Gr6Be ebenfalls 
mit denen von Anobium atriatum ubereinstimmen. AuBerdem befinden sich 
am oberen Ende des weibhchen Legeapparates zwei Inter&egmental- 
schlauche. 

Symbionten, Die Symbiontcn haben rundliche 
bis tranenformigc Gestalt, manchmal ist an einem 
Ende ein kleiner Zipfel zu erkennen (Abb. 7). 

GroBe: 3,6 bis 6,8 jx lang, 2,8 bis 4,3 \l breit, im 
Mittel 4,4 (X lang und 3,4 (x breit. Die Zellen ent- 
halten meist eine Vakuole. Sprossung ist nicht 
haufig, sie erfolgt stets am zugespitzten Ende. 

Ich hatte Gelegcnheit, Pilze aus den larvalen und 
imaginalen Darmanhangen sowie aus den Inter- 
segmentalschlauchen der Weibchen zu unter- 
suchen und fand iiberall ubereinstimmende Gestalt 
und GroBe. Sprossende Zellen waren besonders 
in den larvalen Mycetocyten vorhanden. 

Kvlturversmhe, Heitz beschreibt die Pilze aus den Blindsacken 
einer Larve, die aus einer morschen Weide stammte. Er konnte sie 
kultivieren und fand kraftiges Wachstum. Breitaprecher glaubte auf 
Grund der uboreinstimmenden Formen der Hefen annehmen zu konnen, 
daB es sich um Xeatobium rufovilloaum De G, gehandelt hat. 
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Abb. 7. 

S 3 nnbioiiten von 
Xeiftdbtum rufomUosum 
ans den Hyoetocyten. 



94 


W.MiiUer: 


Meine zahlreichen Versuche zur Kultivierung der Symbionten 
dieser Art verliefen alle negativ, trotz groBer Variation der Nahrmedien. 
(Wiirze verschiedener Konzentration, Most, Hefewasser, Wiirzeagar). 
In Tropfchenkulturen und in feuchten Kammern anf Wiirzeagar zeigten 
die ZeUen nach 10 bis 15 Tagen stark granulierten Inhalt. Anfanglich 
standen mir nur Larven verschiedener Herkunft zur Verfiigung ; spater 
konnten auch Imagines aus alten FuBboden untersucht werden. Die 
Ergebnisse lassen es zweifolhaft erscheinen, ob die von Heitz untersuchte 
Larve wirklich zu Xestohium rufomlloaum gehorte. 

d) Anobium striatum Oliv. 

Vorkommen. Diese Art ist im Volksmund unter dem Namen Holzwurm 
bekannt und findet sich sehr haufi^ in alten Mobeln. 

Herkunft des Materials. Altes Mobelstiick aus Erlenholz. 

Lokaliaation der Symbionten. Die Blindsacke des larvalen Darmes 
iibertreffen nach Breitsprecher an Grofle alle derartigen bisher bei den 
Anohien beschriebenen Kinrichtungen. Neben wenigen* sehr schlanken 
sterilen Zellen findet man groBe, prall mit Symbionten gefiillte Myceto- 
cyten mit gezackten Komon. Die Dannanhange der Imagines sind klein 
und unscheinbar; Mycetocyten imd sterile Zellen unterscheiden sich in 
ihrer Form wenig von den typischen Mitteldarmzellen. Die imaginalen 
Pilzzellen enthalten nur wenig Symbionten. Dagegen sind die t^bertragungs- 
einrichtungen der Weibchen um so maehtiger entwiekolt. AijBer zwei 
groBen Vaginaltaschen am Ende der Scheide finden sich an ihrem Anfang 
zwei groBe, wurmfomiige, mit Pilzen gefiillte Intorsegmentalschlauche. 

Symbionten. Die Symbionten haben 
langgestreckte ovale bis ellipsoidische, 
manchmal zylindrische Gk)stalt (Abb. 8). 
GroBe: 3,C bis 8,2 p. lang, 2,2 bis 4,3 p. 
breit, im Mittel 6,5 jx lang und 5,0 p. 
breit. Sprossungsstadium findet man in 
den Mycetocyten selten. Auch hier ist 
in den moisten Fallen deutlich cine Va- 
kuole sichtbar. Die Pilze der larvalen 
und imaginalen Blindsacke und der Uber- 
tragimgseinrichtungen gleichen sich in 
GroBe und Gestalt. 

Kulturversuche. Heitz (1927) ist es nicht gelungen die Symbionten 
einer Anobienlarvo zu kultivieren, die Breitsprecher auf Grund der 
iibereinstimmcnden Form der Symbionten zu Anobium striatum rechnet. 

Auch meine Versuche mit dieser Art verliefen stets negativ. Zu 
den Versuchen wurden Imagines und Larven verwendet. Als Nahr- 
boden dienten: Wiirzeagar, Hefewasser, Most, Wiirze in verschiedenen 
Konzentrationcn *und mit Ringer\6mri% verdiinnte Wiirze. In den zur 
Dauerbeobachtung aufgestellten Tropfchenkulturen bekamen nach 



Abb. 8. 

Symbionten von Anobium otnatum 
aas den MyoetOG 3 ^n. 
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3 Wochen die ZeUen granulierten Inhalt, ohne daB irgendwo Sprossung 
eingetreten ware. Auch die mit dem Inhalt der Intersegmentalschlauche 
angelegten Kulturen in feuchten Kammem mit Wiirzeagar brachten 
keinen Erfolg. 

©) Dendrobium (Anobium) pertinax L. 

Vorkommen, In der Lebensweise ist Dendrobium peHinax der vorigen 
Art sehr ahnlich. Die Tiere werden etwas grdfier. 

Herhunft des Mater idU, Ein Imago im botanischen Institut gefangen. 

Lokalisation der Symhionten, Anatomise h wurd© dies© Art bis jetzt noch 
nicht genauer untersucht. Breitaprecher konnt© an troekenem Sammlimgs- 
material einen von Anobium striatum Oliv. abweichenden Bau des Lege- 
apparates feststellen. Mir stand nur ein mannlicher Kafer zur Verfiigung, 
desaen Darmanhange denen von Xestohium rujovillosum sehr &hnlich waren. 

Symhionten. Die Symhionten gleichen am 
meisten denen von Sitodrepa panicea. Sie haben 
tranonfdrmige, selten ovale Form und zeigen oft am 
spitzen Pol Sprossungen (Abb. 9). Es war mir 
wegen Materialmangels nicht moglich, die Sym- 
bionten zu messen. Sie haben etwa die GroBe der 
Blindsackhefen von Xestobium rufovillosum. De 0. 

Knlturversuche. Es wurde versucht die Sym- 
bionten in Most und Wiirze zu kultivieren; in 
keiner der angelegten Tropfchenkulturen war aber 
Warhstum eingetreten. Da mir nur ein Kafer 
zur Verfiigung stand, ist dieseni Ergebnis natiir- 
lich nicht allzuviel B^^deutung beizumessen. 

3. Knlturversuche mit Ceramhyciden-S ymhionten. 
a) Rhagium ])ifaseiat uin Fbr. 

V orkommen. Die Rhagium- Avien wohnen in borindeten Baumstiimpfen, 
bei denen der Holzkor])er kaum Zersetziingserhclu^ inungen aufwoist. Nach 
Escherich (1923) halten sie sicli zwischen Rind© \md Holz auf, ohne den 
Holzkorpor solbst anzugreifen, was meine eigenen Beobachtungen bestatigen. 
Auch die aus Spanen vorfertigten Puppenwiogen werden unter der Rind© 
angelogt. Wenn Heitz{l927) annimmt, daJ3 die Hau})tnahrung der Rhagium- 
Arten Holz ist, so kann dies lidchstens in Ausnahmefallen zutreffen; in 
der Regel fressen die Larven Kind©. Rhagium bifasciatum Fbr, bewohnt 
ausschlieBlich N adolhol zst ubben . 

Herkunft des Materials. Herrenwieser See und Schliffkopf (ndrdlicher 
Schwarzwald), Konigafeld (mittlerer Schwarzwald). 

Lokalisation der Symhionten. Heitz (1927) hat als erster das Vor- 
kommen von Darmblindsacken und Mycetocyten in den Larven von 
Rhagium-Axten entdeckt. Spator gab Buchner (1930) einige Erganzungen. 

Die einzelnen Rhagium-Avtou stimmon untereinander weitgehend 
iiberein. Die Blindsacke sind, verglichon mit den DarmanhSngen der 
Anobiiden, im Verhaltnis viel kleiner. Gewohnlich findet man 10 bis 12 Aus- 
sackungen ziomlich weit hinten an dem sich magenartig erweiternden 



Abb. 9. 

Symbionten von 
Dendrobium pertinax 
aus den Mycetocyten. 
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vorderen Abeohnitt des Mitteldarxnes, die wegen ihrer Kleixdieit duroh 
betr&ohtliohe Abstdnde getrennt sind. 'Cber Abweichiing von diesem 
allgemeinen Typus soil spftter beriolitet werden. 

Buchner gibt fiir die Rh^tgium-Arten, eine ziemlich schwache Besiedlung 
del: Pilzzellen an, was auch meine Pr§>parate best&tigen. Die Mycetocyten 
sind von gew6hnl]chen Darmepithelzellen kaiim verschieden. Sterile Zellen, 
wie bei den Anohiideny fehlen. Die Weibchen von Rhagvum bifasdcUum Fbr, 
haben am Anfang des Darmscheiderohres zwei verh&ltniacn^ig kleine, 
pilzgefullte Intersegmentalsohlauche. 

Symbionten, Die Blindsackorganismen von Rhodium bifasciatum 
. Fbr. wurden schon von Heitz (1927) beschrieben. Sie sind keulenfdrmig, 

manchmal kiirzer nnd tranenformig nnd 
einseitig zugespitzt. Kugelige und ovale 
Zellen sind sehr selten. SproQstadien 
sind haufig; die Sprossung erfolgt in 
charakteristischer Weise stets am stumpfen 
Ende der Zellen (Abb. 10). Fast in jeder 
Zelle ist eine grofiere Vakuole sichtbar. 
GroBe der Zellen: 2,2 bis 7,2 [x lang, 2,0 
bis 3,6 [X breit, im Mittel 5,4 [x lang und 
2,5 [X breit. Da mir keine weiblichen Kafer 
dieser Art zur Verftigung standen, konnte 
ich die Organismen der Intersegmental- 
schlauche nicht untersuchen. Buchner (1930) gibt in seiner Abb. 112d 
die Pilze der Gbertragungseinrichtungen von Rhagium bifaaciatum Fbr, 
wieder. Sie haben mit den Bewohnem der Blindsacke wenig Ahnlich- 
keit; sie sind oval, manchmal schlauchformig^. 

Kulturversuche. Heitz gelang die Isolierung der Rhagiumhefe; er 
gibt an, daB der Pilz in Kultur groBere Zellen bildet. 

Die Kultur der Symbionten von Rhagium bifasciatum Fbr, wurde 
mit verschiedenem Material versucht und lieferte stets ein positives 
Ergebnis. Auf festen Nahrbdden (Wiirzeagar, Wiirzegelatine, Feigen- 
raostagar, Rindenextraktagar und Holzextraktagar) bildeten die Sym- 
bionten schwach gelbliche, feuchtglanzende Kolonien. In Nahrlosungen 
(Hefewasser, Most, Feigenmost, Wurze verschiedener Konzentrationen, 
Wiirze mit Glucose und Alaninzusatz) war nach 8 Tagen ein flockiger 
Bodensatz und ein Hefering und in manchen Fallen eine diinne Haut 
entstanden. In alien Kulturen traten groBere und kleinere SproB- 
VOTbande einer kugeUg-ovalen Hefe auf, die den urspriinglichen Sym- 
bionten wenig ahnlich sah. In diesem Falle war es also besonders wichtig, 

^ Es ist nicht ausgeschlossen, daB hier ein Versehen vorliegt, da auf 
Buchner & Abb. 117c (Querschnitt durch ein intersegmentales Organ der- 
selben Art) deutlich die typische keulenfOrmige Gestalt der Pilze zu er- 
kezmen ist. 



Hfaseiatum aus den Mycetocyten. 
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das Wachstum der Symbionten genau mikroskopisch zu kontrollieren. 
In Tropfchenkulturen mit Most oder Wiirze gingen die Pilze meist alle 
naoh 2 bis 3 Stunden zur Sprossung iiber. Es bildeten sich ebenfalls 
verhaltnismaBig langgestreckte, jedoch nicht zugespitzte Zellen. Die 
spater entstandenen Z^llen zeigten mehr kugelig ovale Form (jung 
kreisnmd) (Abb. 11). Hatten die SproBverb&nde 15 und mehr Zellen 
erreicht (nach etwa 12 bis 15 Stunden), so begannen sich Zellgruppen 
abzulosen. Nach 24 Stunden boten die Tropfchenkulturen dasselbe 
Bild, das wir von den GroBkulturen her kennen (Abb. 12). Zwischen 
den typischen kugelig-ovalen Hefen fand sich ab und zu eine Zelle von 
mehr tranenformiger Gestalt. 



Abb. 11 Abb. 12 

Vermehmng der Symbionten Symbionten von Jthagmm bifafciatum, 

von Ehagtum btfasciatum im Wurzetiopfen. £ultarform in Vttrze, 24 Std. alt. 


Um festzustellen, ob individuelle Unterschiedo zwischen den Sym- 
bionten verschiedener Tiore bestehen, wurden die Blindsackorganismen 
oiner groBeren Anzahl von Larven verschiedenen Alters isoliert; die 
Untersuchung ergab jedoch stets den gleichen Organismus. 

Ein etwas anderes Bild erhalt man, wenn man als Kulturmedium 
Fleischwassergelatine verwendet. Die Blindsackhefe bildete unter 
diesen Umstanden unter Verflussigung der Gelatine hochstens ganz 
kleine SproBverbande (bis drei Zellen). Das mikroskopische Bild zeigte 
eiformige bis tranenfdrmige Zellen, die in ihrer Gestalt der ursprung- 
lichen Symbiontenform etwas naher kamen, aber bei weitem nicht so 
langgestreckt waren. Wurden dieso Zellen in Wiirze abgeimpft, so 
entstanden alsbald die typischen SproBverbande kugelig-ovaler Zellen. 

b) Rhagium inquisitor L. 

Vorkonvmen. Beziiglich des Vorkommenn gilt fiir Rhagium inquisitor L, 
das gleiche, wie fiir die vorige Art. 

Herkunjt des Materials. Strengen (Arlberg). 

Lokalisation der Symbionten. l>ie Darmblindsacke sind ahnlieh gebaut 
wie bei Rhagium bisfasciatum Fbr. 

Archly fllr Mlkroblologie. Bd. 6 . 7 
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Symbionten. Auch die Symbionten gleichen in GrdBe nnd Qestalt 
denen der vorigen Art. 

Kvlturverauche, Die Kultur gelang in Wiirze sehr leicht; der Pik 
verhalt sich wie der Symbiont von Rhagium bifaaciatum Fbr. Aus 
der „Symbioseform“ entstand die kugelig-ovale „Kulturform“. 

c) Khagium mordax De G. 

Vorkommen, Die Larve von Rhagium mordax De O, lebt hauptsSohlioh 
unter der Hinde von LaubholzstOcken (Eiche, Buche, Birke), ist jedoch 
auch in !N*adelhol74Stocken zu treffen. 

Herkunft dea Materials. Aus Buche: Schliffkopf (ndrdlicher Schwarz- 
wald); aus Fichte: Ochsenkopf (nordlicher Schwarzwald). 

Lokalisation der SyrnhiorUen. Vgl. Rhagtum hifaaciatum Fbr, 

Symbionten, Die Symbionten unterscheiden sich von der Hefe 
von Rhagium bifaaciatum Fbr. und inquisitor L, hochstens dadurch, daB 

zwischen den typischen langgestreckten, 
einseitig zugespitzten Zellen mit Sprossung 
am stumpfen Ende, oft ovale bis kugelige 
Formen zu finden sind, die manchmal 
kleine SproBverbande von bis zu sechs 
Zellen bilden (Abb. 13). GroBe 2,8 bis 
6,4 \L lang, 1,8 bis 3,6 (jl breit, im Mittel 
5,0 fx lang und 2,5 (x broit. 

Kvlturversuche , Die Symbionten von 
Rhagium mordax De G. lieBen sich ebenso 
leicht kultivieren, wie die der beiden 
anderen Arten. Das Wachstum ging in 
der gleichen Weise vor sich und fuhrte 
ebenfalls zu kugelig-ovalen Zellen. 

d) Oxymirus cursor L. 

Vorkommen, Oxymirus cursor L. ist als tj’pisches Gebirgstier in den 
groBen Koniferenwaldem des Schwarzwaldes sehr verbreitet. Die Larve 
lebt im Innem stark zersetzter Nadelholzstiimpfe imd in gefallenen Stammen 
imd Stangen. Die mit Kot vollgestopften Gange durchziehen nach alien 
Richtungen das Holz, das auf diese Weise fast vollkommen in eine braune, 
mehlig© Masse verwandelt wird. 

Herkunft des Materials. Belchen (siidlicher Schwarzwald), Kbnigsfeld 
(mittlerer Schwarzwald), Lange Grinde und Schliffkopf (nfirdlicher Schwarz- 
wald), vStrengen (Arlberg). 

Lokalisation der Symbionten. Die Symbiontenorgane von Oxymirus 
cursor L. wurden von Buchner (1930) untersucht. Die Larve dieser Art 
besitzt die grOBten bisher bei den Veranbyciden-Lavven gefundenen Darm- 
anh&nge, die ^nlich lokalisiert sind, wie bei den Rhagium-Axten. Vier 
umfangreiche, stark gekrauselte Bolster umgeben als breiter Gurtel 
den Darm. Die Miindung der Ausstiilpung in den Darm ist ziemlich weit. 
Auf den Gipfeln der sekundaren Falten sind Partien hoher, steriler Zellen 



Symbionten von Rhagium mordax 
aus den Mycetocyten. 
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zu bemerken, die an die entsprech^iden Bildungen bei den Anobiiden 
erinnem. Die Mycetocyten sind groB nnd stark mit Pilzen gefiillt. Ich 
konnte in einigen Schnittpraparaten feststellen, daB die Pilze sich alle im 
&uBeren Teile der Mycetocyten befinden; von dem etwa in der Mitte der 
fallen liegenden groBen Kem ab, dem Darmlumen zu, sind im Plasma 
kftiiTn noch Hefen vorhanden. Dieselbe Erscheinung hat Heitz (1927) bei 
Leptura rubra beobachtet. Auch die von Buchner und Heitz festgestellte 
Abgabe von symbiontenhaltigen Plasmakliunpen aiis den Mycetocyten in 
das Lumen der Blindsacke lieB sich in meinen Praparaten nachweisen. 

Der weibliche Genitalapparat von Oxymirua cursor L. ist dadurch 
ausgezeichnet, daB er zwei stark entwickelte, zu Knaueln aufgerollte, 
pilzgefiillte IntersegmentalschlAuche aufweist. 

Symbionten. Die Symbionten von 
Oxymirvs cursor L, sind verhaltnismaBig 
groB, keulenformig, sehr langgestreckt nnd 
einseitig zugespitzt (Abb. 14). Die Zellen 
sind haufig etwas gebogen. GroBe : 7,5 bis 
11,4 |JL lang, 2,1 bis 2,9 (ji broit, im Mittel 
9,5 [X lang und 2,6 [jl breit. Die Sprossung, 
die ziemlich selten ist, findet hier im Gegen- 
satz zu den Ehagium - Symbionten stets 
am spitzen Pol der Zellen statt. Zell- 
einschliisse sind im aUgemeinen nicht vor- 
handen; nur selten kann man Hefen mit 
mehreren, schwer sichtbaren Vakuolen 
beobachten. Aus den Abbildungen bei 
Bvdhner geht hervor, daB die Pilze der 
intersegmentalen Organe genau dasselbc 
Aussehen haben, wie die der Blindsackc. 

Kulturversuche. Die Pilze des Darmanhanges von Oxymirus cursor L. 
erwiesen sich als nicht kultivierbar trotz zahlreicher Versuche mit 
verschiedenem Material, das hier verhaltnismaBig reichlich zur Ver- 
fiigung stand. In Wurze, auf Wurzegelatine und auf Wiirzeagar trat 
nie Wachstum ein. Versuche in Trdpfchenkulturen mit Wiirze, Most, 
Glucose- Alaninlosung schlugon ebenfalls fehl; nach 8 bis 10 Tagen war 
das Plasma der Zellen stark granuliert. Versuche, die Symbionten 
durch Einspritzen in die Lymphe von Raupen und Puppen zur Sprossung 
zu bringen, waren ergebnislos. Es wurden Aufschwemmungen der 
Symbionten in Rirtgerlomug injiziert, und auch ganze Gewebeteile 
mit Mycetocyten in die Tiere eingefuhrt. In den nach Qiemsa gefarbten 
Ausstrichen zeigten die Zellen meist einen stark granulierten, kontra- 
hierten Inhalt; nie war Sprossung eingetreten. Haufig konnte beob- 
achtet werden, daB die injiziorten Hefezellen restlos in Phagocyten 
aufgenommen wurden, in anderen Fallen enthielt die Lymphe noch nach 
3 Tagen freie Symbionten. 



Abb. 14 

Symbionten von OaymirM cursor 
aus den Mycetocyten. 
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e) Leptura rubra L. 

Vorkormnm. Die Larven von Leptura rubra L, leben in &hnlicher 
Weise wie 0xymiru8’l,arven im Innem von Nadelholzstiimpfen. 

Herkunft des Materials, Aus Fichto (Karlsruhe, Hardtwald). 

Lokalisation der Symhiofyten, Die Darmblindsacke der Larven wurden 
von Heitz entdeckt. Man findet fast am Beginn des Mitteldarmes etwa 
acht verhaltnismaBig groOe blumenkohlahnliche Ausstiilpungen mit meist 
stark besiedolten Mycetocyten. 

Die Intersegmentalschlauche sind etwas grdBer als bei Rhagium, 

Symbionten, Die Symbionten von Leptura rubra L, fallen durch 
ihre GroBe auf . Sie sind keulenformig, einseitig zugespitzt und deutlich 
gebogen (Abb. 15). Die Zellen sind 10,8 bis 18,0 
lang, 2,5 bis 5,0 [l breit, im Mittel 14,0 [jl lang und 
3,9 [L breit. Meist sind im Innern eine bis mehrere 
groBe Vakuolen sichtbar. Die Sprossung erfolgt 
in ahnlicher Weise wie bei Rhagium am stumpfen 
Pol. Die jungen Zellen erreichen im Zusammen- 
hang mit der Muttcrzelle oft schon ihre endgiiltige 
Lange, sind aber noch wesentlich schlanker. 

Heitz berichtet, daB die Hefen der Inter- 
segmentalschlauche ahnlich gestaltet, doch 
etwas kleiner sind und die Neigung haben, 
schlauchartig auszuwachsen. 

Kulturversuche. Die Kultur von Symbionten ist schon 

Heitz (1927) gclungen. In meinen Versuchen wuchsen die Hefen, in 
Wiirze iibertragen, leicht, doch nicht so kraftig wie die Rhagium- 
Symbionten. Bei 15® C setzte nach 
etwa 30 Stunden in den Tropfchen- 
kulturen das Wachstum ein. Die 
zunachst gebildeten Zellen glichen 
den Mutterzellen ziemlich genau ; sie 
waren ebenfalls langgestreckt und 

nach *f0 WSfunden 


Abb. 16. 

Vermehrung der Symbionten 
von Leptura rubra im Wilrzetropfen. 




Abb. 17. 

Symbionten von Leptura rubra^ 
Kulturlorm in Wiirze, 4 Tage alt. 
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Abb 15. 

S 3 rmbionten von Leptura 
rubra aus den Mycetocyten. 


einseitig zugespitzt (Abb. 16). Die spater entstandenen Zellen zeigten 
etwas verandertes Aussehen. Der spitze Pol war nicht mehr so deutlich 
ausgepragt; die Zellen nahmen mehr langlich-ovale Form an. Doch 
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waren stets auch einige zugeapitzte Formen zu finden. Die jungen 
Zellen blieben lange mit der Mutterzelle im Zusammenhang und bildeten 
groQe SproBverbande (Abb. 17) von 100 bis 200 Zellen, bevor sich 
Zellpartien loslosten. 

4, Kulturvexsuche mit Siriciden-Symbionten, 

Sirex gij?as L. 

Vorkommen. Sirex gigas lebt in Nadelholz, in stehenden Stammen, 
besonders wenn sie irgendeine Beschadigung (Schalwiinde) aufweisen, 
femer in gefallten Baumen oder sogar in entrindeteni Bauholz. Die Larve 
komint also in lebendem saftreichen und in gesundom toten Holz, niemals 
aber in zersetztem Holz vor. 

Niisslin (1912) gibt die Generationsdauer der Wespe als mindestens 
zweijahrig an. Iin Laboratoriiun liefien wir im Juli 1931 ein Weibchen 
von S. phantoma Eier in eineni Fichtenknupj)el von etwa 4 cm Durch- 
messer ablegen. Nach einem Jahr schliipfte ein normal groBes Mannchen 
von 3 cm Lange aus. Das Holzstiick stand die ganze Zeit in einem Glas- 
kasten auf feuchtem Moos. Im Winter herrschte eine Durclischnitts- 
temperatx’r von etwa 10 bis 12'^ C; es ist moglich, daB dadurch die Ent- 
wicklungsdauer abgekiu*zt wurde. 

Herkunft des Materials. Imagines aus einem Neubau (Karlsruhe). 

Lohaliaation der Symbionten. Die Symbiose der Siriciden wurde von 
Buchner (1927) entdeckt. Es sind jedoch nur die Pilzspritzen der Weibchen 
hokannt, die sich als paarige Organo am Anfang des Legeapt)arates befindeii. 
Dnrch ontsj)rechende Mxiskelziige wird beim Legeakt die Pilzmasse ziisammen 
mit Driisonsekrot ausgepreBt und gelangt so vermutlich mit den Eiern ins 
Holz. t^^ber das woitere Schicksal der Pilzo ist nichts bekamxt. 

Symbionten. Die Pilzspritzen enthaltcn oidienartige Mycelstiicke, 
die im allgcmcinen aus ein bis drei Zellen bestehen. Die haufig vor- 
handenen groBen Schnallen 
lassen den Pilz als Basidio- 
myceten erkennen (Abb. 18). 

Nut selten sind die Mycel- 
stiicke verzweigt. Vakuolen 
und andere Zelleinschlusse 
sind stets sichtbar. Bei meinem 
Material war ein Teil der Pilze 
abgestorben; sie zeigten stark 
granulierten Inhalt (Abb. 18). 

GroBe; 30 bis 150 p. lang, 

4,0 bis 5,2 {jL breit, im Mittel 
60 [X lang und 4,4 [x breit, 

Kulturverauche . Der Sire x-Vilz lieB sich kultivieren. Das Wachs- 
tum war bei der ersten Isolierung langsam und unregelmaBig. In 
GroBkulturen mit den gewohnlichen Nahrboden ( Wiirze und Wiirzeagar) 
gewannen iiberall Bakterien, die vielleicht dem Spritzeninhalt bei- 
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gemengt sind, die Oberhand. In Tropfchenkulturen mit Wurze konnte 
schlielilich Wachstum erzielt werden, von etwa 600 Oidien wuohsen 
jedoch nur zehn^. Das Auswachsen der Myoelstucke erfolgte stets an 
mehreren Stellen zugleich. Das neugebildete Mycelium trug zunachst 
keine Schnallen und hatte einen geringeren Durchmesser als die Oidien 



Abb. 19 

Klelnes Mycelinm des Sirex-Pilzes, bervorgegaugen aus emer Oidie , 
Tiopfehenkultur in Wflrze nach 8 Tagen 


(2,0 bis 2,6 (jl). Es war reich verzweigt, besaB Querwande und oft viele 
groBe Vakuolen (Abb. 19). Die aus Tropfchenkulturen abgeimpften 
Mycelien wuchsen auf Wurzeagar gut weiter. 

Ferner versuchte ich, den iStVex-Pilz auf Fichtenholz und Filtrier- 
papier zu zuchten, das zum Teil mit Wurze, zum Teil mit einer syn- 
thetischen Glucose-Nitratlosung mit geringem Milchsaurezusatz ge- 
trankt war. Als Impfmaterial diente eine Oidienaufschwemmung aus 

^ In einer Versuchsreihe von Schwartz war die Zahl der auswachsenden 
Oidien erhebhch hoher. 
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den PilzBpritzen in jBtngrerlosung- Nur in den Kulturen mit Wiirze- 
zusatz trat Wachstum ein (nach 6*Tagen). Der Organismus war der 
gleiche, der auch in den Tropfchenknlturen gewachsen war. 

5, Zuaammenfaaaung. 

Es gelang, die Symbionten von Emobiua abietis Fbr,, Emobiua 
moUia L,, Rhagium bifaaciatum Fbr., inquisitor L, und mordax De 0., 
Leptura rubra L, und Sirex gigas L, in Kultur zu nehmen. Bei Ernobius 
mollis L., Rhagium mordax De G. und Sirex gigas L. ist die Kultur zum 
ersten Male gelungen. Die Symbionten der iibrigen Arten (Ernobius abietis 
Fbr,, Rhagium bifaaciatum Fbr., Rhagium inquisitor L,, Lepturarvbra) hat 
bereits Heitz (1927) kultiviert, dessen Ergebnisse im allgemeinen be- 
statigt werden konnten. Mit den angewandten Methoden nicht kulti- 
vierbar waren die Symbionten von Xestobium rufoviUosum De 0,, 
Anobium striatum Oliv., Dendrobium pertinax L. und Oxymirus cursor L. 

ni. Eigengchaften der Symbionten in der Kultur. 

i. Herhunft der gepriiften Stdmme, 

Aus einer groBeren Anzahl von isolierten Reinkulturen wurden 
fiir die eingchendere Untersuchung der morphologischen und phy- 
aiologischen Eigenschaften folgende Stamme ausgewahlt: 

Em 3 und Em 6: Ernobius mollis^ Fichte (Forstzoologisches InBtitut Hann. 
Miinden). 

Ea 1 und Ea 3: Ernobius abietis^ Fichtenzapfen (Lange Grinde, nordlicher 
Schwarzwald). 

Rb 1: Rhagium bifaaciatum, Fichte (Herrenwieser See, nord- 

licher Schwarzwald). 

Rh 2: Rhagium bifaaciatum, Fichte (Schliffkopf, nordlicher 

Schwarzwald). 

Rh 3: Rhagium bifaaciatum , Fichte (Konigsfeld, mittlerer 

Schwarzwald). 

Ri 1: Rhagium inquisitor, Fichte (Strengen, Arlberg). 

Lr 1: Leptura rubra, Fichte (Karlsruhe, Hardtwald). 

Sg 1: Sirex gigas, Fichtenholz (Karlsruhe, aus einem Neubau). 

Bei der Beschreibung der symbiontischen Hefen haben die Dia- 
gnosen bei SteUing- Decker (1931) als Vorbild gedient; sie wurden, der 
Fragestellung diescr Arbeit entsprechend, in einigen Punkten erganzt. 

2, Morph ologiache Eigenschaften der isolierten Hefen, 
a) Kolonieform, Zellgestalt und vegetative Vermehrung. 
SymbiorU von Ernobius moUis, In Wiirze war nach 24 Stunden 
bei 25® C ein ganz schwacher Bodensatz entstanden ; die Fliissigkeit 
blieb fast klar. Das mikroskopische Bild zeigte kugelrunde, oft zu 
umfangreichen SproBverbanden zusammengelagerte Zellen mit starken 
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GrOBenunterschieden (Abb. 20). ZellgroBe nach 7 Tagen: 1,8 bis 6 {x 
Durchmesser, im Mittel 3,4 (jl. NcCch 7 Tagen war schwache Garung 

bemerkbar. Nach 14 Tagen hatte 
sich ein schwacher Hef ering gebildet ; 
die Zellform blieb unverandert. 

Die Strichkulturen auf Wiirze- 
agar waren nach 4 Wochen bei 20® C 
gelblich-weifi, glatt, glanzend, mit 
Wenig gebuchte^n Randern. Ihr 
Wachstum war schwach. Mikro- 
skopisch bot sich dasselbe Bild wie 
in Wiirze, nur die groBen SproB- 
verbande fehlten. 

Die Riesenkolonie auf Wurzeagar 
hatte nach 4 Wochen bei 20® C einen 
Durchmesser von 1,5 cm; sie war 
gelbiich-weiB, glatt, glanzend, maBig 
gewolbt, wenig gebuchtet und zeigte 
feine radiale Streifimg. 

ZelUonnen aos Wnrzo naoli 48 Std. (JS" C). Fleisch wasaer trat kein Wacha- 

turn ein. 

Injiziert in die Lj^nphe lebender Insekfcen, verhielten sich die 
Stamme etwa wie eine gewohnliche Kulturhefe, wie vergleichende Versuche 
mit Saccharomyres ellipsoideus zeigten. Das Wachstum war schwach und 
fiihrte zur Bildung kleiner SproBverbtade. 

Symbiont von Emobius abietis. In Whrze bei 25® C zeigten die 
Stamme nach 24 Stunden einen ganz schwachen, kaum sichtbaren 



Hefe von Emobtv$ molln^ 



Abb. 21. 

Hefe von Emobius abietUt^ 
Zellformen aus Wtlrze nach 48 Std. (260 G). 



Abb. 22. 


Hefe von Emobius abieits^ 
Zellformen ans Wiirze nach 7 Tagen (260 C). 


Bodensatz. Es fanden sich kugelige Zellen mit betrachtlichen GroBen- 
imterschieden, die kleine SproBverbande bildeten (Abb. 21). Nach 
7 Tagen fielen auBerordentlich groBe Zellen auf, neben ganz winzigen 
Zellen (Abb. 22). GroBe: 1,5 bis 6,5 p. Durchmesser, mit Mittel 3,4 |x. 
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Vomehmlich aus diesen, jedooh auoh aus uormalen, kugelig-ovalen 
Zellen waren durch Sprossimg mehr oder weniger lange Schlauchzellen 
hervorgegangen. Diese Zellen bildeten durch mehrmaJige Sprossung mitr 
unter Ketten, so daB der Eindruok langer Faden entstand (Abb. 24). Da- 
neben traten auch stark angeschwollene, zum Teil deformierte Zellen auf . 

Strichkulturen auf Wiirzeagar wuchsen bei 20® C rasch, waren zuerst 
gelblich-weifi, si)ater gelblich imd zeigten in den ersten Tagen nur 
nomiale kugelig>ovale Zellen. Anfangs batten sie eine glatte» gl&nzende 
Oberflache und lappige Bander, die nach 8 bis 10 Tagen ein strahliges 
Aussehen bekamen, wie durch einen feinen Saum von Substratmycel. 
Unter dem Mikioskop fanden sich jetzt an den Bkndem der Agarkulturen 
haufig kleine, dicht verschlungene SproBmycelien von Schlauchzellen. 
Nach 3 bis 4 Wochen war die Mitte der Strichkultur stark faltig geworden. 

Die Biesenkolonie erreichte auf Wurzeagar bei 20® (’ in 4 Wochen 
einen Durchmesser von 3 bis 3,6 cm. Sie war gelbhch, glatt, gl&nzend, 
flach, in der Mitte punktiert und hatte stark gebuchtete Bander mit einem 
feinen strahligen Saum. 

In Fleischwasser wuchs die Rb-Heie gut. Nach 3 Tagen hatte sich 
bei 25® C ein Bodensatz, ein lockerer Hefering und eine bruchige Haut 

gebildet Haut und Bing sanken nach 
8 bis 10 Tagen meist nieder. Im 
Hefering waren neben ovalen und 
runden, zahlreiche tranenf ormige Zellen 
zu sehen, die schon bei j ungen Kul- 
turen (3 bis 4 Tagen) zum Teil 
Schlauchzellen gebildet hatten. Das 
pastoriane Wachstum war fur die 
Fleischwasserkulturen besonders ty- 
pisch Die Schlauchzellen bildeten oft 
reich verzweigte und zu Knaueln 
zusammengeballte SproBmycelien 
(Abb. 25). Sanken die Schlauche in 
die Flussigkeit, so gingen kugelig-ovale 
SproBkonidien aus ihnen hervor. Der 
Bodensatz in Fleischwasserkulturen be- 
stand, ahnlich wie in Wiirze, vor- 
wiegend aus kugeligen, seltener aus 
kugelig-ovalen Zellen. 

Sehr uberraschend war das Ergebnis, als jB6-Hefe in Lymphe von 
lebenden Baupen und Puppen injiziert wurde. Die Hefe erwies sich 
als stark pathogen. Bei Injektion von etwa 0,3 ccm einer milchig truben 
Hefeaufschwemmung in RingerloBmxg, war schon nach 24 Stunden die 
ganze Lymphe mit reichlich sprossenden Zellen iiberschwemmt ; nach 
2 bis 3 Tagen gingen die Tiere in der Begel ein. Die Hefe zeigte in der 



Abb. 25. 

Hhagtum bifdfctatum-Keie, 
Sprofimycelinm ans Schlauohzellen, 
Kultur in Fleischwasser nach 14 Tagen 

(200 c). 
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Lymphe anfangs die typische „Symbioseform*‘, wie wir sie von den 
BlindMcken her kennen: gestreckte, einseitig zugespitzte Zellen mit 
SproBSung am stumpfen Ende. Nach 3 Tagen waren anflerdem zahl- 
reiche Schlauohzellen entstanden. Die Hefe lieB sich aus der Lymphe 
riickisolieren ; es entstand wieder die bekannte kugelig-ovale ,,Kultur- 
form“. Wurden Schlauchzellen aus Lymphe in Wiirze iibertragen, so 
bildeten sie kugelig-ovale SproBkonidien (Abb. 26). 




Abb. 26. 

Symblonten von Rhaqium bifasciatum. 

Oben : Schlaaohzellen aas Raupenlympbe. 

TJnten: BildunK von Sprofikonidien nach Ubertragnng in Wdrze. 

Synibionten von Leptura rubra, Altere Wiirzo-, Wiirzeagar- und 
Wurzegelatine-Kulturen bestanden vorwiegend aus run den bis breitovalen 
Zellen, wahrend die anfanglich vorhandenen langgestreckten Zellen (vgl. 
Abb. 17) von 10 bis 20 jjl Lange und 2,8 bis 4,6 (x Breite (im Mittel 
14,6: 3,6 fx) znrucktraten. Die Kolonien hatten eine gelblichweiBe (Wiirze- 
gelatine) bis grauweiBe (Wiirzeagar) matte Obertlache imd schwach ge- 
lappten Rand. In Wiirze entwickelte sich langsam ein Bodensatz. 

b) Sporenbildung. 

Heitz ist es bei den Symbionten von Ernobius abietis und Rhodium 
bifaaciatum nicht gclungen, Sporenbildung zu erzielen. Auch meine 
Versuche verliefen bei alien Stammen negativ. Ich priifte auf Sporen 
bei 15 und 25® C in Gipsblockkulturen mit Wasser imd nach den Angaben 
von Stelling-Decker auch mit Nahrlosung (2% Mannit und 0,25% 
Dikaliumphosphat), femer in Karotten- und Kartoffelkulturen. Auch 
die Heferingo und Wiirzeagarkulturen enthielten keine Sporen. 

3. Physiologiache Eigenschaften der isoUerten Hefen, 
a) Garvermogen. 

StelUng- Decker (1931) schlng vor, die Priifung des Garvermogens in 
Einhomrdhrchen vorztinehmen, da diese Methode die zuverlassigsten 
Ergebnisse liefert. Ich verwendete die Lindnersche Kleingarmethode, die, 
wnn man durch Kontrollversuche Tauschungen ausschlieBt, ebenso ge- 
eignet ist imd den Vorteil hat, daB man mit sehr kleinen Hefemengen 
arbeiten kann. Zur Priifung der verschiedenen Kohlenhydrate wurden 
2%ige Ldsungen in Hefe wasser verwendet. 
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Die beiden £mo6tit«-Hefen und die Leptura-'Sjdiei vergaren nur 
die drei Monosen: Glucose, Mannose und Lavulose, wahrend die Hefe 
von Rhagium bifascuUum die Monosen einschliefllich Galactose und 
dazu noch Saccharose und Raffinose (nur schwach) vergart (Tabelle I). 

Tabell© I. 


Garvermogen in Hefewasser-Zuckerldsung nach 48 Stunden. 



Emobiu« 

mollis 

Emobtus 

abietis 

Rhagium 

bifasciatum 

Rhagium 

inquisitor 

Leptura 

rubra 

Glucose 

+ 

+ 

4* 

4- 

+ 

Mannose 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Lavulose 

4“ 

4" 

+ 

+ 

4“ 

Galactose 

0 

0 

4 

4- 

0 

Saccharose 

0 

1 0 

4* 

4- 

0 

Maltose 

0 

0 

0 

0 

0 

Lactose 

0 

0 

0 

0 

0 

Raffinose 

0 

0 

4* 

4- 

0 


AuBerdem wurden noch gepriift: Arabinose, Mannit, Glycerin, 
Dextrin, Starke, Glykogen; nirgends trat Garung auf. 

b) Kohlenstoff- und St iekstoff quellen. 

Um zu priifen, inwieweit die verse hiedenen Kohlenstoffqiiellen als 
Nahrstoffe fiir die Hefen in Frage kommen, benutzio ich als Nahrboden 
Hefewasser (1:1 mit Wasser verdiinnt), dem 13% Gelatine und 2% der 
betreffenden Kohlenstoff (pielle ziigesetzt waren. Den Nahrboden lieB 
ich in Rohrehen schrag erstarren und impfte als Strichkultiir. Als Kontrolle 
diento Hefewassergelatine ohne Zusatz. 

In Tabelle II fallt zunachst das erheblich schlechtore Wachstum 
der Ernohius- und Lep^t^ra-Hefen gegeniiber den i^Aogrmm-Hefen auf. 
Fiir die Rhagium-Heien waren die Mono- und Disaccharide mit Aus- 
nahme von Lactose, dazu noch Mannit und Glycerin, recht gut ver- 
wertbar, Raffinose und Arabinose und besonders die Polysaccharide 
dagegen schlechter. Fiir die beiden ErnobiuS’Hfdi^n waren ziemlich 
libereinstimmend die Monosaccharide neben Mannit und Glycerin als 
C- Quellen am besten geeignet, die iibrigen Stoffe dagegen in viel 
geringerem Grade ; ganzlich ungeeignet schien Lactose zu sein. Mikro- 
skopisch zeigten sich in keiner Kultur irgendwelche Besonderheiten. 

Wesentlich schwieriger war die Priifung der Stickatoffquellen, da in 
synthetischen Nahrmedien die R?iagium-iiefen ©in verhaltnism&Big 
schlechtes, die Emobius-Kefen aber so gut wie kein Wachstum zeigten. 
Das Kahrsubstrat bestand aus PhosphatpufferlOsung nach Sdrenaen 
(Pk = 6,4), 1 ; 1 mit Leitimgswasser verdiinntS 2 % Glucose, 0,06% MgS 04 
. 7 H 2 O imd jewefls 0,1 % der als N- Quell© dienenden Substanz. 

Die Phosphatkonzentration betrug ^/gomol. im Liter. 
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Tabelle II. 

Verwertbarkeit verschiedener C-Quellen als Zusatz zu Hefe- 

wassergelatine. 

Die Kreuze geben die Starke des Wachstums nach 14 Tagen bei 25® C an. 
vund (v) bedeuton, daS die Gelatine starker oder schwacher verflussigt wurde. 



Symbionten von 

Smobiut 

mollis 

Emobiv* 

abietis 

Rhaqtum 

bifateiatum 

Bhagtum 

tnquiwtor 

Leptura 

rmbra 

Glucose . . . 

+ + + V 

++ 

+++++V 

+++++V 

+++ 

Mannose . . . 

+++ 

++ 

4- 4* 4- 4" 4“ V 

4--|-4““i“4“ V 

+++ 

Lavulose . . . 

+ + +(vi 

+ + 

+++++V 

4“ 4“4" ^ 4- V 

+++ 

Galactose . . 

++ V 

+ + V 

++ + + V 

+ + + + V 

++ 

Saccharose . . 

+ + (v) 

4- 

+++++V 

44-4-4- V 

++ 

Maltose . . . 

+ + (v) 

4 * 

+++++T 

+ + + + V 

++ 

Lactose . . . 

(+) V 

(+) (v) 

+ + (V) 

+ + (v) 

4 

Kaffinose . . . 

++ 

+ 

4 ++ 

444 V 

44 

Arabinose . . 

■i — 1" (v) 

“h 

+ 

44 V 

++ 

Mannit . . 

+++ 

+ + 

+ + + + (v) 

4 1-44 V 

+++ 

Glycerin . . . 

++ t (v) 

4 + 

++ + + (v) 

4444- V 

+++ 

Dextrin . . . 

+ + (V) 

4 

• + 

1 44 V 

++ 

Starke .... 

+-f- 

4- 

+ + 

4- ^ V 

++ 

Glykogen . . 

++ 1 

4“ 

++ 

44 V 

•+•+ 

Kontrolle . . 

(+) 

0-4- 

(+) 

(4) (v) 

(+) 


Fur die i?^agmm-Hefcn waren Ammonsalze, Pepton und Harnstoff 
gute N-Quellen, Aminosauren waren etwas weniger gunstig, Hippursaure 
und besonders Albumin lieBen nur geringes Wachstum zu. Kaliumnitrat 
kam als N- Quelle ubcrhaupt nicht in Frage (vgl. Tabelle III). Leider 
sind die Ernohius-H^ien bei diesem Versuch nicht gewachsen. Nach 
4 Wochen zeigten die Kulturen nur ganz minimale Entwicklung. Viel- 
leicht waren die Ammonsulfat- und Peptonkulturen etwas besser. Die 

Tabelle III. 

V erwertbarkeit verschiedener N- Quellen als Zusat ze zusyntheti- 
bchen Nahrsubstraten fur die Symbionten von Rhagium 

bifaseiatum. 

Die Kreuze geben die Staike des Wachstums nach 3 Wochen bei 25® C an. 



Wachstum 


1 in Nabrlosung 

anf Agar 

Ammonsulfat 

1 44 44 

4444 

Kaliumnitrat 

' 0 

0-4 

Ammonsuccinat 

++++ 

4444 

Alanin 

+++ 

++++ 

Tyrosin 

44 

+++ 

Pepton 

++++ 

T+ + + 

Albumin 

0 h 

+ 

Harnstoff 

4444 

+ ++ + 

Hippursaure 

44 

+ + 

Kontrolle 

0 

0- + 
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i>-Hefe verhielt sich fi-hnlich. Ich habe versuoht, durch geringe 
Zus&tze von Hefewasser das Wachstum der Ernohim-'S.Qiexi zu steigern. 
Die Kulturen entwickelten sich jetzt allgemein etwas besser, doch 
war kein TJnterschied zwischen den verschiedenen N-Quellen nnd der 
KontroUe bemerkbar. 

Da Buchner vermutet, dafi die Symbionten bei dor CeUvlose- 
verdauung eine Eolle spielen, versuchte ich die Hefen auf Oellulose- 
nahrboden zu ziichten. Auf Filtrierpapierschnitzeln, mit anorganischer 
Nahrlosung^ getrankt, trat nie Wachstum ein; wurde statt Nahrldsung 
Wiirze verwendet, so wuchsen die Hefen zwar iippig, doch die Cellulose 
wurde in keiner Weise angegriffen. 

In anaeroben Filtrierpapierkulturen mit anorganischer Nahr- 
losung Oder Hefewasser (EinschluBpraparate und Rohrchen mit Paraffin- 
61 iiberschichtet) war ebenfalls keine Cellulosezerstorung bemerkbar. 

Auf synthetischem Agar^ mit Xylan aus Weizenstroh als C- Quelle 
trat ebenfalls nie nennenswertes Wachstum ein. 

Auch Heitz gelang es nicht, Cellulosezersetzung in seinen Kulturen 
nachzuweisen. 

Alle Stamme, auBer der Lr-Hefe, bildcten proteolytisches Ferment, 
Auf Wiirzegelatine verfliissigten die lifiagium-Jieien nach 3 bis 4 Tagen 
schon sehr stark, die Ernobiits-liefen haben dagegen ein viel goringeres 
Verfliissigungsvermogen. 

c) St ickstoffbindung. 

Buchner imd Heitz halten es fiir mbglich, daB die symbiontischen 
Hefen die Fahigkeit besitzen, Luftstickstoff zu assimilieren. Heitz stiitzte 
seine Vermutungen auf eiiien Rericht von Zikea (1919) uber eine stickstoff- 
bindende Tcrula’ Art; allerdings ist dioser Refund bisher nicht bestatigt 
worden. 

Obwohl bei dem schlechten Wachstum meiner Hefestaimne in syntheti- 
schen Nalirlosungen ein positives Ergebnis wenig wahrscheinlich war, 
warden doch, um ganz sicher zu gehen, einige N-Bindungsversuche nach 
der Methode von Schoher (1930) und Schroder (1932) gemacht. Die Nahr- 
losung hatte folgende Zusammensetzung : vierfach destilliertes Wasser 
100 ccm, K2HPO4 0,1 g, MgS04.7H20 0,02 g, Fei% 0,002 g. Glucose 
5 g. Die Versuche warden in 260-ccm-Kolben aus Jenaer Glas, die nach 
der Vor&chrift von Schoher vorbehandelt waren, mit je 100 ccm Nahrlosung 
angesetzt. Ich impfte mit einer Platinose einer jungen Wiirzeagarkultur. 
Die Kolben standen bei 26® C im Thermostaten und wurden taglich 1 Stimde 
mittels der von Schoher beschriebenen Durchluftungseinrichtimg mit NHg- 
freier Luft geluftet. 

^ Phosphatpuffer nach Sdrensen (pH == 6,4), 1 : 1 mit Leitungswasser 
vordiinnt mit Zusatz von 0,06% MgS04 . 7HaO und 0,1% (NH4)aS04. 
— * Hergestellt durch Zusatz von 1% Xylan xmd 1,6% Agar zur syn- 
thetischen Nahrlosung (s. FuBnote 1). 



Symbiose von Tieren mit PiLsen und Bakterien. Ill 

Sichtbares Wachstum war nirgends eingetreten, ebensowenig eine 
Zunahme des N-Gehaltes der Losung. Nach 6 und 12 Wochen bestinunte 
ich nach der PregrZ schen Mikro-^;e&?aW-Methode den Stickstoffgehalt 
der Kulturen, und zwar einmal im klaren Filtrat und dann in der Losung 
nach Umsohiitteln, wodurch die abgesetzte Impfhefe aufgeschwemmt 
wurde (TabellelV). Der negative Ausfall dieser Versuche laBt dieMog- 
lichkeit offen, dafi die Symbionten in kiinstlicher Kultur vielleicht ihr 
Stickstoffbindungsvermogen verloren haben. Dem ware entgegen- 
zuhalten, daB die stickstoffbindendo Torula von Ztkes sehr wohl in 
synthetischer Nahrlosung Luftstickstoff assimilieren konnte. Dagegen 
ist es bis jetzt nicht einwandfrei gelungon, an Reinkulturen der KnoUchen- 
bakterien der Leguminosen N-Bindung nachzuweisen. 


Tabelle IV. N-Bindungsversuch mit symbiontischen Hefen. 
Die Zahlen bedonton mgN in 100 ccm Fliissigkeit. 



1* Kontrolle 

1 N-Gehalt bel 

1 Vorsuchsbeginn 

1 N-Gehalt nach 6 Wochen bei 

1 Em 3 

Ea 1 

Rbl 

Filtrat 

Losung nach Umscbiitteln 

0,332 I 

0,487 1 

1 0,375 

1 0,510 

0,375 

0,466 

0,400 

0,530 


d) Die Fermente der symbiontischen Hefen. 

Die Emahnmgs- und Garversuche haben schon einen Einblick in die 
fermentativen Eigenschaften der Hefen gewahrt; die Ergebnisse sollten 
nochmals mit einor anderen Methode gepriift werden. Mit einem Bhagium- 
und einem Stamm (Bh 1 und Em S) wurden einige Versuche zur 

Feststellung der wichtigsten Fermente der Reinkulturen nach der im 
Abschnitt V angegebenen Metliodo angefiihrt. Schwartz (1924) hat sich 
fermenthaltige Losungen dadurch hergestellt, daB er seine Lecaniinen- 
Symbionten in synthetischer Nahrlosung zog; er konnte dann das Filtrat 
der Kulturen an Stelle von Fermentoxtrakten verwenden. Da meine Hefen 
in synthetischen Losungen zu schlecht wuchsen, zog ich sie 14 Tage bis 
3 Wochen in K61b<’hen aiif W^iirzeagar, bis oino ziemlich dichte Hefeschicht 
entstanden war; dann Rpiilte ich diese mit destilliertem Wasser ab, fiigte 
etwas Thymol zu und lieB 24 8timden stehon. Nach Zentrifugieren war 
der Fermente xtrakt gebrauchsfertig. 

Bei der BJujtgium-Keic fanden sich eine kraftigo Invortase, femer 
Emulsin und eine schwache Amylase, Maltase, Lactase, Cellulase und 
Xylanase waren nicht vorhanden. Die Ernobius w?oZ/is-Hefe hatte auBer 
einer sehr schwachen Amylase keine von don Carbohydrasen, auf die 
gepnift wurde. Lipase war nicht nachweisbar. Von einer besonderen 
Priifung auf Projbeasen wurde abgosehen. 

4. Morphologiache und phyaiologische Eigenschaften dea Sirex-Pilzea, 

Der Sirex-Pilz zeigt auf alien Substraten das bei Hymenomyceten 
h&ufige langsame Wachstum. Auf Wiirzeagar bildete er zunachst ein 
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grau-weiBes, lockeres Luftmycel; nach 8 bis 10 Tagen war dann eine 
niedere, weifie, fest verfilzte Myceldecke entstanden, die sioh nach 
4 bis 6 Wochen braunlich grau verfarbte. Sie bestand aus einem dichten 
Geflecht geweihartig verzweigter H 3 ^hen mit groBen Schnallen (Abb. 27). 
Das Mycel hatte starke Ahnlichkeit mit den Pilzen aus den Ubertragungs- 
organen, nur fehlte der oidienartige Zerfall. In Wiirze bildeten sich 
groBe wattige Mycelflocken von reich verzweigten, gestreckten, ebenf alls 
Schnallen tragenden Hyphen (Abb. 28) ; in 8 bis 10 Tagen entstand 
eine geschlossene Myceldecke auf der Nahrlosung. Oidienbildung wurde 
weder in Fliissigkeitskulturen oder auf festen Nahrboden noch im Ein- 



aufWurze-Agar. Hyphen aus der Mycel- Untergetauchte Hyphen aus Wdrzeknltur 

decke nach 14 tkgiger Kultur bei 200 C. nach 8 Tagen bei 20® C. 


Die Ernahrungsversuche zeigten, daB der ein recht 

anspruchsvoller Organismus ist. Auf sTOthetischen Substraten wuchs 
er Bchlecht. In Glucoselosung mit den iiblichen Salzen und Ammon- 
sulfat Oder Aminosauren als N- Quelle wurden hochstons kleine Mycel- 
inselchen gebildet. In Hefcwasser mit Zusatzen von verschiedenen 
Kohlenstoffquellen war das Wachstum bei Glucose, Dextrin, Mannit, 
Glycerin kraftig wie in Wurze, bei Kaliumbitartrat und Natriumsuccinat 
schlecht und untcrblieb bei neutralem Natriumcitrat ganz. Durch 
Asparagin und Hippursaure lieB sich das Wachstum in verdiimiter 
Wiirze (spez. Gew. 1,01) etwas steigem. 

Auf Fichtenholz^, das mit mineralischer Nahrlosung ^ mit oder 
ohne Glucosezusatz gctrankt war, trat kaum nennenswertes Wachstum 

^ Von Sirex befallenes Fichtenholz. — ^ Phosphatpiiffer nach Sorensen 
[pH =- 6,4), 1 ; 1 mit Leitungswasser verdiinnt, mit Zusatz von 0,05 % 
MgS 04 . 7 HaO und 0,1% (NH 4 )aS 04 . 
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ein. Es kam in 4 Wochen hdchstens zu einem sparlichen, flaumigen 
Anflug, wahrend bei Wiirzezusatz sich die Holzstiicke nach 8 bis 10 Tagen 
mit einem strahligen grauen Mycel, spater mit einem dichton, weiBen 
Filz iiberzogen, dock waren selbst nach mehreren Monaten am Holz 
selbst keinerlei Zersetzungserscheinungen zu bemerken. 

Ferner versuohte ich, den Sirex-Vilz in frischem Holz zu ziichten. 
Ich bohrte in Priigel der WeiBtanno von 5 cm Durchmesser und etwa 
40 cm Lange 4 mm weite und 35 bis 40 mm tiefe Locher, in die ich 
etwas Mycel einimpfte. Die Bohrldcher wurden mit kleinen Korken 
verschlossen, nachdem ich etwas steriles Wasser zugegeben und in 
einigen Fallen die Locher mit Bohrspanen wieder zugestopft hatte. 
Die Holzstiicke standen in einem GlasgefaB mit etwas Wasser. Obgleich 
hier fur den 8irex-Vilz ahnliche Verhaltnisse gegeben waren wie an 
seinem von Buchner vermutcten naturlichen Standort, erfolgte innerhalb 
von 8 bis 14 Tagen in keinem Falle Wachstum. In einigen Lochem 
traten sparliche Mycelfaden auf, die jedoch, wie das mikroskopische 
Bild und Riickisoliorungsveisuche zeigten, mit dem symbiontischen 
Pilz nicht identisch waren. 

Auf reiner Cellulose (Filtrierpapier), die mit anorganischer, N-freier 
Oder N-haltiger Nahrlosung getrankt war, wuchs der Pilz uberhaupt 
nicht. Anaerobe Kulturen brachten ebenfalls keinen Erfolg. Der Sirex- 
Pilz vermochto also Cellulose nicht anzugreifen. Das sparliche Wachs- 
tum auf Holz ist wohl auf Spuren von Zucker, Proteinen und ahnlichen 
Stoffen zuruckzufuhren. In Holzextrakt konnte der Symbiont nur 
Mycelflocken, aber koine Decke bilden. 

6. Syateinatische Stellung der Symbionten, 

Bisher wurden die Symbionten der Anobiiden und Ceramhyciden 
von Buchner (1930) als ^Saccharomyceten'" bezeichnet: Heitz spricht 
von ,fHefen^\ Das einzige uber die systematische Stellung entscheidende 
Merkmal ware die Sporenbildung, die bei den Rhagium’, Leptura- und 
Ernobius-Hefen fehlte. Da die Symbiose aber keineswegs mit der Unter- 
druckung der Sporenbildung verbunden sein muB (Spondylis, Tetropium), 
ist die Asporogcnitat bei den untersuchten Arten auffallig und nicht 
ohne weiteres als Folgeerscheinung der symbiontischen Lebensweise 
aufzufassen. 

Zur Bildung von echten Mycolien und typischen Dauerzellen kam 
es bei keinem der gepriiften Stamme. Hochstens traten bei der Rb- 
Hefe in alteren Kulturen lange, schlauchformige Zellen auf. Schlauch- 
zellenbildung kommt bei echten Hefen auch vor: Hansen hat bei 
Saccharomyces validus in alteren Kulturen reich verzweigte SproB- 
mycelien aus langgestreckten, fadenformigen Zellen beobachtet (vgl. 
Stelling^ Decker, 1931). 

Archiv ftlr Mikrobiologie. Bd. 6 o 
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Da Sporen und echte Myoelien fehlen, mussen wir vorerst fiir die 
Rhagium-, Lejatura- und £nw)6ttt«-Hefen die Bezeichnung „ Pseudo- 
8(zccharomyceten'' anwenden. Bei Berucksichtigung des Garvermogens 
waren die Rhagium-Heien mit der Untergruppe 6, die Ernobius-Jleien 
und die Leptura-ILefe mit der Untergruppe d der echten Saccharo- 
myceten vergleichbar (Kldcker 1924). 

Der Sirex-Pilz hat bis jetzt in den Kulturen keine Fruchtkorper 
gebildet; daher ist eine nahere Bestimmung nicht moglich. 

6*. Zuaammenfasmng. 

Die Ernobius-Symhionten zeigten in alien Medien stets die gleiche 
Gestalt. Auch die Leptvra-Hefe behielt in Kultur bis zu einem ge- 
wissen Grade ihre Gestalt bei. Die Zahl der kugeligen und ovalen Zellen 
war gering. Die Symbionten der Rhagium-Arten veranderten sich 
dagegen stark. Die Symbioseform bestand in der Hauptsache aus 
langgestreckten, einseitig zugespitzten Zellen, die Kulturform in Wiirze 
aus kugelig-ovalen Zellen. Nach Injektion in Insektenlymphe ent- 
standen wieder die Zellgestalten der Symbioseform. Pastoriano Formen 
fehlten in den Mycetocyten, traten jedoch in Wiirzekulturen und Lymphe 
auf. SproBverbande bildete nur die Kulturform. Tabelle V gibt eine 
Ubersicht iiber diese Verhaltnisse. 

Tabelle V. 


Wuchsformen der Symbionten in ver&chiedenen Medien. 


Symbionten von 


Wachstnm 



In den Mycetocyten 

in Wiirze 

1 in Lymphe lebender 
' Insekten 

Ernobius mollis 

kugelige Zellen 

kugelige Zellen, groBe 
SproBverbande 

kugelige 

kleine 

bande 

Zellen, 

SproBver- 

Ernohius abietis 

kugelige Zellen 

kugelige, selten lang- 
liche Zellen, kleine 
SproBverbande 

kugelige Zellen, 
kleine SproBver- 
bande 

Rhagium 
bifasciatum und 
Rh inquisitor 

langgestreckte, 
einseitig zuge- 
spitzte Zellen 

kugelig-ovale Zellen, 
Schlaucbzellen, 
kleine SproBver- 
bande 

langgestreckte, ein- 
seitig zugespitzte 
Zellen, Scblauch- 
zellen 

Leptura rubra 

1 

keulenformige, 
einseitig zuge- 
spitzte Zellen 

langgestreckte, zum 
Teil einseitig zu- 
gespitzte Zellen, 
sehr groBe SproB- 
verbande 

1 



Die physiologische Priifung der isolierten Hefen ergab keine An- 
haltspunkte fiir Eigenschafton, die fiir das I^eben der Wirtstiere von 
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Bedeutuiig sein konnten. Celluloseabbau konnte weder in Ferment- 
noch in Wachstumsversuchen festgestellt werden. Auch die Vermutung 
von HeUz, daB N-Bindung vorliegen konnte, konnte analytisch nicbt 
erwiesen werden. 

Im allgemtiinen waren die symbiontischen Hefen ziemlich an- 
spruchsvolle und schlecht wiichsige Organismen; ihre ,,Vitalitat“ war, 
besonders bei den Ernobius- und i/ep^itm-Hefen, wesentlich geringer 
als bei den Kulturhefen. Da Sporen, aber auch echte Mycelien und 
Dauerzellen nicht beobachtet wurden, sind die gepriiften Organismen 
vorerst zu den Pseudosaccharomyceten zu stellen. 

Der 8irex-Vi\z war unbestimmbar, da er bisher in Kultur keine 
Fruchtkorper gebildet hat. In ernahrungsphysiologischer Hinsicht 
erwies Rich der Pilz als cin ziemlich anspruchsvoller Organismus, der 
auf reiner Cellulose iiberhaupt nicht und auf Holz ohne Zusatze nur sehr 
schwach wiichs. 

IT. TJntersuchun^ der Pilzvecretation des Barminhaltes und dor FraOgftnge. 

1. Methode. 

Unter sterilon Bedmgungen herauspraparierte Darme Oder Darmteile 
wurden mit einem Olasstab in Kohrchen mit verflilssigten Nahrboden 
verrieben und (lurch Umschutteln gut verteilt. Von diesen Rohrchen 
stellte ich zwei bis drei Verdibinungskulturen in PefW-Schalen her. In 
gleicher Weise untersuohte ich auch die AuBenflora dor Larven imd die 
Flora der FraBgange. Die Larven wurden moglichst einem bis dahin un- 
geOffneten Gang entnommen, um Luftinfektionen zu vemieiden. Daim 
spulte ich die Keimo von der K6r|)eroberflaclie der Larven ab, indein ich 
die Tiere in verfliissigtem Nahrlioden kiaftig umschweiikte ; nach Ent- 
fernung der Larvcm verwendete ich die Kohrchen zu Verdiinnungskulturen. 
Zur Feststellung der Vegetation der Frai3gange diente etwas FraCmehl 
aus einem frisch geoffneten Gang als lm})fmatorial. 

Da sich die Versuche nur auf die Pilzflora erstrocken sollten, dienten 
Wiirzeagar oder Wui’zegelatine als Nahrbbden. Folgende symbionten- 
fulirende Arten wurden untersucht : Emohms abietis, Emohiua mollis^ 
Anohium striatum, Hhagium-Axten, Oxymirua cursor und Leptura rubra \ 
ferner zwei Arten ohne Symbiose: Ccrambyx cerdo und Gracilia minutn. 

Fiir eine Prufung der Siriciden reichte das Matc^rial nicht aus. 

2 . T ^ersuch senjebn isse . 

Nach ihrer Darm- und FiaBgangflora kann man die untersuchten 
Arten in zwei Gruppcn trennen. Gruppe I umfaBt alle Arten mit 
trockenen Nahrsubstraten, wahrend die Formen der Gruppe II an ver- 
haltnismaBig feuchten Orten leben. Zur Gruppe I gehoren alle unter- 
suchten Anobiiden und die in Weidenkorben lebende Gracilia minuta. 
Alle librigen Arten sind zur Gruppe II zu stellen. 

Die Darm- und FraBgangflora der Gruppe I bestand lediglich aus 
verschiedenen griinen, zum Teil Coremien bildenden Penicillium- Avten 


8 * 
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(Tabelle VI) In einigen Fallen traten noch wenige jEfe/e-artige (h'ga- 
nismen dazu, jedoch nur in der Darmflora; im Frafigang waren sie 
nicht zu finden. In den Gangen von Emobius abietis stellte ich einmal 
erne Ceratoatomella-Ait fest. 

Ein etwas roichhaltigeres Bild bot die Gruppe II (Tabelle VI). 
He fen bildeten hier meist den Hauptanteil an der Darm- und FraB- 
gangflora. In manchen Fallen uberwogen die auch hier moist reichlich 
vorhandenen PenicilUum-Aitew Auch Angehorige der Gattungen 
Mticar und Verticillium waren ziemlich regelmaBig, doch nur sparhch 
zu fmden. Selten traten auf: Schwarzejnlze, Botrytis, Ceratoatomella- 
Arten und unbestimmbare J5a«id»orw«/c6^f?i-Mycelien Dio Vegetation 
der FraBgange zeigte einc ganz ahnliche Zusammensetzung 

Tabelle VI. 

Pilzvegetation des Darminhaltes von Anobiiden und Ceramby- 

ciden. 

Die Zeichen ++♦ -f und ( + ) geben an, ob die Pilze vorwiegend, haufig 
Oder veiemzelt voikommen. 










Gruppe 

Larven von 

Hefm 

Pew- 

cillmm 

\ erii- 
ctlhum 

JHuco- 

nnten 

Schwarze- 

pt(ze 

Sonetiqe 

Pilze 

{ 

Emohim abietts 

+ 

++ 

_ 






> 

„ mollte 

4- 

4- 4- 


— 

— 


Anolnum strtahim 

1 +* 

4-4- 

- 

— 

— 

— 

1 

Graciha mmuta 

— 

4 


— 

— 





++ 

( 1 ) 


— 

(+) 



++ 

+ 

— 

— 

— 

(+) 


Rhagium bifascmtum 

++ 

+ 

( + ) 

(+) 

— 

— 



++ 

4 1 


— 

(+) 

(+) 



++ 1 

4- ' 

^ — 

(+) 

— 

— 


„ mordax . , 


4-4- 

— 

— 

{+) 

(+) 

n 

„ inquisitor 

4-+ 1 

(H-) 

— 

(+) 

- 

— 

I 



1 *+■ + 

— 

— 1 

(+) 


Orymirus cursor 'j 

1 + + 

v! 


(+) 

(+) 1 

(+) 


1 

! 4 

( 

4--f 

(+) 

(+) 

— 


Leplura rubra | 

4 + 

f 1 

+ 1 
++ 1 


(+) 

. 

(+) 


Cerambyx cerdo . | 

1 ++ 1 

+ 1 

_ 

(+) 

— 

(+) 


• Mjoelhefe 


Die Versuche ergaben erne auffallende Eintonigkeit in der Pilz- 
vegetation, besondors beim Vergleich mit den Befunden von Qroaamann 
(1931) uber die Gangflora der rindenbrutenden Borkonkafer, wo sich 
neben Hefen und gewohnlichen Schimmel'pilzen einc reiche Vegetation 
von Blaufaulepilzen vorfand. Beim Aufschlagen von Baumstumpfen 
kann man in den Gangen der Cerambyciden mitunter Konidienrasen 
von PenicUlium und VeriiciUium sehen. Auch Falk (1930) berichtet, 
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dafi er in den G^ngen des in trockenem Bauholz lebenden Hausbockes, 
Hylotrupea bajtdtis, nur PeniciUium fand. 

Cellulosespaltende Bakterien lieBen sich mit den liblichen Methoden 
(Wemer 1926) weder im Darminhalt noch im FraBmehl von Oxymirus 
cursor nachweisen. 

Wesentliche jahreszeitliche Schwankungen in der Darm- und FraB- 
gangvegetation babe ich nicht festgestellt. Hochstens waren im Winter 
die Hefen gegeniiber den 8chiimrielpilzei% etwas haufiger. 

Bei den Versuchen wurde besonders darauf geachtet, ob in Ver- 
diinnungskulturen die symbiontischen Hefen auftraten. Tatsachlich 
gelang in der Darmflora der Gattungen Emobius, Leptura und Rhagium 
der Nachweis der Symbionten. 

Bei Emobius abietis und mollis traten im Darminhalt kugelige, 
ToritZa- ahnliche Hefen auf, die mit dem aus den Blindsacken ge- 
ziichteten identisch waren. Andere Hefen fehlten. Im FraBgang 
waren die Symbionten allerdings nicht auffindbar. Anobium striatum, 
dessen Symbiont nicht kultivierbar war, hatte nur eine Mycelhefe im 
Darm, wahrend bei der ebenfalls zur Gruppe I gehorigen Oracilia nur 
PenicilUen auftraten. Auch Heitz konnte aus dem Darminhalt von 
Ernobius abietis, besonders von Hungertieren, die Symbionten zuchten. 

Bei den Rhagium- Alton (Rhagium bifasciatum, inquisitor und 
mordax), warden im Darm ebenfalls die Symbionten gef unden. Sie 
waren leicht zu erkennen an ihrer Fahigkeit zur Schlauchzellenbildung ; 
auch die iibrigen Merkmalc stimmen mit der Kulturform der Rhagium- 
Hefe uberein. Auch bei Leptura traf ich die Symbionten unter der 
Darmflora. In vielen Fallen waren nur die Symbionten vorhanden 
andere Hefen fehlten oder traten ganz zuriick. Im Darm von Oxymirus 
cursor fand ich reichlich Hefen verschiedencr Art, ebenso bei Cerambyx 
cerdo. In den meisten Fallen, in denen Symbionten sich im Darm 
nachweisen lieBen, waren sie auch in der AuBenflora der Larven und 
in den FraBgangen reichlich vorhanden. 

Durch die Untersuchungen von Buchner und Heitz wissen wir, 
daB aus den Mycetocyten regelmaBig Plasmaklumpen mit Symbionten 
ausgestoBen werden. Diese Erscheinung war auch an meinen Praparaten 
zu sehen. Im Lumen der Blindsacke sind mitunter reichlich Symbionten 
zu finden, die von da aus in den Darm gelangen. Tatsachlich konnte 
ich mikroskopisch im Darminhalt samtlichcr untersuchter Symbionten- 
trager mehr oder weniger reichlich Symbiontenzellen feststellen. Die 
Hefen werden wohl mit dem Kot ausgestoBen und gelangen so in die 
FraBgange. 

Fur die anderen nicht mit Symbionten identischen Hefen des 
Darminhaltes miissen wir annehmen, daB sie mit der Nahrung auf- 
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genommen werden. Dies gilt besonders fiir Cerawbyx cerdo xmdOxymirua 
cursor. Bei Oxymirus sah ich im Darminhalt die Symbionten sehr 
haufig; da sie jedoch bis jetzt nicht kultivierbar sind, waren sie in den 
Verdiinnungskulturen von Darminhalt imd FraQmehl nicht wieder zu 
finden. 

Da in morscher Rinde, alten Baumstiimpfen, faulendem Holz den 
Sjrmbionten ahnliche Hefen haufig vorkommen, ware es moglich, daB 
die urspriingliche Infektion der Cerambyciden vom Larvenstadium aus- 
ging, wahrend Heitz wegen der Ahnlichkeit der Symbionten mit ge- 
wissen Nektarhefen vermutet, daB die Zep^i^m-Symbiose durch Infektion 
der bliitenbesuchenden Imagines entstanden ist. 

Weder in den Mycetocyten noch im Darmlumen fand ich an den 
Symbionten Erscheinungen, die auf eine Verdaimng durch den Wirt 
hindeuten. 


3. Zuaammenfaasung . 

Die Pilzvegetation des Darminhaltes und der FraBgangc voii 
Anobiiden- und Cerambyciden~lA&xven besteht im wesentlichen aus 
Schimmelpilzen und Hefen. Andere Organismen tretcn stark zuriick. 
Bei alien in trockenen Substraten lebenden Formen finden sich fast 
nur Penicillinm-Ait^n. 

Bei Krnobius-, Ehagium- und Leptura-Axi^n konnten die Symbionten 
aus dcm Darminhalt und teilweise aus dem FraBmehl kultiviert werden. 

Mikroskopisch lieBen sich bei alien Synibiontentrageni symbion- 
tische imd meist auch andere Hefen im Darmlumen feststellon. 

V. Die Fermente des Tiarvendarmes* 

/. Einleitung. 

Zur Priifung der Hypothese Buchner ist es notwendig, einen Einblick 
in die Ernahnuigsphysiologie der Wiitstiere zu bekomnien. Nur wenige 
Holzfresser sind in dieser Richtung imtersucht. Ripper (1930) fand weder 
bei den Rauj^en des Weidenbohrers (Coaaus coaaua)., noch bei den Larv’^en 
der Garkammerinsekten Dorcua parallelepipedus und Oamoderma eremita 
einen Celluloseabbau im Darm. Das letzte Ergebnis ist besonders iiber- 
raschend, da Werner (1926) aus dem Dickdarm von Potoaia cuprea (Rosen- 
kafer) regolrnaBig ein Cellulose spaltendes Bakterium geziichtet hat, und 
Wiedemann (1930) bei Oryctea naaicomia imd Oamoderma eremita cine 
Cellulose abbauende Mikroflora in den Garkammern feststellte. Wiedemann 
berichtet, daO eine tiereigene Cellulose bei den Garkammerlarven fehlt 
imd glaubt, daB der Wirt sich auf dem Umweg iiber das BakterieneiweiB 
durch Verdauimg der Darmorganismen die Cellulose nutzbar macht. Die 
zum Teil mit ungeniigenden Methoden ausgefiihrten Versuche sind jedoch 
nicht sehr beweisend. Dio Widerspriiche zwischen den Ergebnissen von 
Ripper einerseits und Werner und Wiedemavm andererseits bediirfen dringend 
der Kkunmg. Nur bei den Termiten sind durch Cleveland (1926, 1928) die 
Verh&ltnisse eindeutig erforscht; er konnte zeigen, daB nach Beseitigung 



Symbiose von Tieren mit Pilzen und Bakterien. 119 

gewisser Cellulose fressender I>axmfkigellcaen die Tiere ihre gewohnte 
Nahrung nicht mehr verwerten kdnnen. 

Bin Weg, die ernahrungsphysiologischen Eigenschaften des tierischen 
Darmes zu untersuchen, besteht in der Priifung seiner fermentativen 
Fahigkoiten. Derartige Versuche haben bei Anobiiden und Cerambyciden 
besondere Bedeutung, da sich vielleicht eine Beziehung zwischen Ferment- 
produktion und Symbionten-Wohnstatte finden laBt. Deshalb wurden 
in den folgenden Untersuchungen die verschiedenen Darmabschnitte 
getrennt untersucht. Femer war zu erwarten, daB bei einer direkten 
Priifung der symbiontenfiihrenden Blindsacke auch diejenigen Eigen- 
schaften der Blindsackorganismen zu erkennen sein wurden, die etwa 
in der Reinkultur verlorengegangen sind. Eine besondere Bedeutung 
hat bei den Holzfressern der Nachweis von Fermenten, welche die Gteriist- 
substanzen des Holzes angreifen, namlich Cellulase, Hemicellulase und 
Pentosan spaltende Fermente wie Xylanase. 

tTber das Vorkommen von (Wlula^e im Insektenroich liegeii in der 
Litoratur nur sparliche Angaben vor. Biederrnann (1919) fand bei den 
phytoxih&^enOrthopteren oin Cellulose spaltendes Ferment, Belehradek (1922) 
wies im Speichel von Dixippus morosua (Heuschrecko) und Hering (1929) 
bei dor Raupe von Cemioatonva Cellulase nach. Bei Anobiiden imd Ceram- 
hyciden hat Ripper (1930) das Vorhandensein von Cellulase im Darm 
festgostellt (Larven von Xeatobmm nifooilloa^im, Rhagium bifnaciatuW', 
Leptura apec. und Cerambyx cerdo). Nebon Cellulasen scheinen stets auch 
Hemicellulasen vorzukommen (Biederrnann^ 1919). Es ist zu erwarten, 
daB diese Fermente aueh bei der H olzverdauung eine l>edeutsame Rolle 
spielen, da Heraicellulosen auch im Rolz reichlich vertroten sind. Seilli^re 
(1905) fand bei Larven von I*hymatodes i^arinbilia (Cerambycide) eine 
Xylanase. 

Oppenheimer (1925) bezweifelt das Vorkommen echter Cellulase bei 
Tieren und halt alle bis jetzt bekannten Cellulose sjMiltenden Fermente, 
auch die von Schnecken und Cruataceen (Biederrnann und Moritz, 1898; 
Bierry und Giaja, 1921 ; Karrer, 1924, 1925) nur fiir Hemicellulasen. (l^wisse 
Befimde sprechen dafiir, daB native Cellulose we it schweror gespalten wird 
als solche (^ellulose. deren Micellarstruktur here its verandert ist. Nach 
Ripper greift Darmsaft von Cerambyx cerdo native (Wlulose (Baumwolle) 
i^iun an, wahrend Oxycellulose (Filtriei’papier) kraftig hydrolysiert wird. 
Ahnliches berichtet SeillUre (1906, 1907, 1910) iibor die //eZia;-Cellulase. 
Mogen auch gewisse Unterschiedo in der fermentativen Spaltbarkeit bei 
den verschiedenen Cellulosesubstraten bestehen, in der Frage der Holz- 
verdauimg steht fest, daB, wie im Abschnitt VI I gezeigt wird, durch be- 
stimmte holzfressende Insekten die Geriistsubstanzen des Holzes verdaut 
werden, und zwar Ortho- luid Homicellulose in gleicher Weise. 

Als Objekte fur meine Untersuchungen dienten die Larven von 
Oxymirua cursor ^ da von ihnen das notige Material leicht beschafft 
werden konnte, und well sie wegen ihrer GroBe geeignetor sind, als die 
kleinen Anobiiden. In einzelnen Fallen wurden zu Cellulaseversuchen 
auch Larven von Rhagium bifctsciatum und Cerambyx cerdo verwendet. 
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2. Die Waaaeretoffiitnenhonzeniration im Larvendarm, 

Die Versuche von Wiggleawofth (1927a, 1928) haben gezeigt, dafi es 
^.uch bei der Priifung von Insektenferment^n sehr wichtig ist, die Waaser- 
atoffionenkonzentration durch Pufferung der Fermentproben mdgliehst 
den natiirlichon Verhaltnissen im Darm anzupassen, da die Wirksamkeit 
der Ferment© stark vom pB. abh&ngig ist. Die pn-Messung in Insekten- 
dSrmen macht wegen der Kleinheit der meisten Objekte erhebliche 
Schwieiigkeiten. Biedermann (1898) konnte durch Verfiittern von Mehl, 
dem Lackmuspulver zugesetzt war, bei Tenebrio moUtor im Vorderdarm 
ausgesprocben saure, im Mitteldarm alkalisch© Renktion feststellen. 

Es wurde versucht, auf kolorimetrischem und auf elektrometti- 
schem Wege die Wasserstoffionenkonzentration in den verschiedenen 
Darmabschnitten von Cerambyciden-LBXven zu ermitteln. Meist ist 
der Darm der Larven prall mit Nahrung gefullt, so daB keine Mog- 
lichkeit besteht, zur ^H-Bestimmung Darmsaft zu entnehmen. Nur 
im Winter enthalten die Larvendarme gewohnlich eine farblose bis 
schwach gelbliche Flussigkeit. Mit Merckx Universalindikator wurde 
in derartigen Darmen bei Oxymirua im Magenabschnitt^ ©in pn von 
6,0 bis 6,2 und im Mitteldarm ein solches von 6,3 bis 6,5 gemessen. Eine 
Spur Indikatorlosung vermischte ich zu diesem Zweck auf einer weiBen 
Porzellanplatte mit einem Tropfen Darmfliissigkeit. Femer habe ich 
mehrfach das p^ von Larvendarmen mit der Chinhydronelektrode be- 
stimmt, indem ich den Inhalt der betreffenden Darmteile in Leitfahig- 
keitswasser aufschwemmte (Tabelle VII). 

Tabello Vll. 

Elektrometrische pn-Messung des Darmsaftes von Oxymirus- 
und Rhagium -Larven. 



Magenabschnittt 

Mitteldarm 

Oxymirua cursor 1 , . . 

PH 6,14 

Ph 6,39 

n » 2 . . 

„ 6,23 

„ 6,36 

» n 3 . . 

, 6,12 

„ 6,32 

n w 4 . . 

„ 6,06 

,, 6,42 

Rhagium bifaaciatum . . 

, 6,08 

„ 6,32 


Nach beiden Methoden ergab sich also eine geringc Zunahme der 
Alkalitat im Mitteldarm. Ganz ahnlich verhalt sich Blatta germanicat 
bei der nach Wiggleawofth (1927) das durchschnittliche p^ im Kau- 
magen 5,2 und im Mitteldarm 6,2 betragt. 

Bei den folgenden Versuchen wurde, soweit mbglich, in den Ferment- 
proben durch Pufferung ein pw von 6,4 eingestellt, das etwa dem durch- 
schnitthchem pH-Wert des Mitteldarmes entspricht. 

^ Den vordersten, vor den Blindsacken liegenden Abschnitt des Mittel- 
darmes, der bei Oa:?ym?rw«-Larv©n oft blasig aufgetrieben ist, bezeichne 
ich in den folgenden Ausfiihrungen der Kiirze halber als „Mag©n“. 
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3. Methodik der FermerUpriXfung. 
a) Herstellung der Fermentldsungen. 

Eine Anzahl herauspraparierter Larvend&rme wurden in Mitteldarme, 
Magenabschnitte imd Blindsax^ke getrennt. Jede Portion fiir Rich veirieb 
ich in einezn UhrglaB mit einem rundgeechinolzenen Glasstab unter Zusatz 
von etwa.s Quarzsand und einigen Tropfen Glycerin, bis eine feine Emulsion 
entstanden war; dann setzte ich 60%iges Glycerin zu, das einige Tropfen 
5%ige alkoholische Thymollfisung enthielt. Diese Glycerinextrakte sind, 
bei etwa 12® C aufbewahrt, wochenlang halt bar, zeigen allerdings eine 
Abnahme ihrer Wirksamkeit. Keben Glycerinextrakten verwendete ich 
bei meinen Versuchen auch Wasserextrakte, die sich in mancher Beziehimg 
giinstiger erwiesen, da gewisse Fermente durch Glycerin gesch&digt werden. 
Ihre Herstellung war die gleiche, nur trat an Stelle des 60%igen Glycerins 
destilliertes Wasser mit Thymolzusatz. Vor Gtebrauch wurden die Ferment- 
Idsungen zentrifugiert. 

Es ist Rchwierig, in den verschiedenen Feimentextrakten die gleichen 
Fermentkonzontrationen oinzustellen. Man milBte etwa so verfahren, 
dafi oin stark wirksames Ferment (Amylase) als Grundlage fiir die Normimg 
dient, und die verschiedenen Extrakte so lange verdiinnt werden, bis eine 
bestimmte relative Aktivitat dieses Standardferments erzielt ist. Da mir 
fiir eine derartigo Versuchsanordnung zu wenig Material zur Verfiigimg 
stand, mufite ich davon absehen. Ich verfuhr deshalb in der Weise, daC 
ich fiir eine bestimmte Menge Extraktionsfliissigkeit stets die gleiche Anzahl 
Damiteile von groBen bis mittelgroBen Larven verwendete, und zwar 
kamen die Darmteile (Magenabsc'hnitte, Blindsficke und Mitteldarme) von 
sechs Tieren axif je 1 <*cm Fliissigkeit. Quantitative Feststellungen iiber die 
Fermente dor Larvendarme liegen auBerhalb des Rahmens dieser Arbeil . 
Es sollte nur (pialitativ auf die verschiedenen Fermente gepriift werden, 
wobei die Vorsuchsanoi dnung es erlaubte, jeweils ungef&hr auf den Grad 
der Wirksamkeit zu schlieBen. 

Man kdnnte einwenden, daB die an Volumen hinter den Mitteldarmen 
wesentlich zuriicktretenden Anhange durch die gleichmaBige Dosierung 
der Fliissigkeit bei der Herstellung der Fermentextrakte eine zu schwache 
Fermententwicklung vortauschen. Es ist jedoch klar, dafi, wonn die Blind- 
saeke aJs Fermentpioduzenton fiii’ die Veidauung irgondwie wesentlich in 
trage kommen, dies bei der angewandten Versuchsanordmmg zvreifellos 
zum Ausdruck kommen miifite. l^m ganz sicher zu gehen, vurden bei den 
sehr wichtigen Cellulose versuchen in mehreren Fallen unverdiinnte Derm- 
safte verwendet Oder die Extrakte mit moglichst wenig Wasser horgestellt. 

Die Fer mentversuche fiihrte ich in der Regel in der Weise durch, dafi 
ill kleinen Reagensrdhrehen (8cm laiig, Jem weit) 0,6 com Hubstrat- 
losung, 0,2 cem Fermente xtrakb und 0,3ccin Phosphatpuffer nach Sorensen 
(Pu = 6,4) gomischt wurden. Die Rdhrchen stellto ich gut verkorkt im 
Thermostaten bei 38® C auf. Sehr wichtig ist die unbedingte Ausschal- 
timg von Mikroorganismen in don Fennentj)roben. Durch den Thymol- 
zusatz ist ja schon weitgehend fiir Keimfreiheit gesorgt ; stets wurde aber 
auch mikroskopisch auf Baktorionfreihoit kontrolliort. 

b) Carbohydrasen. 

Es wurde axif folgende Fermente gepriift: Amylase (Diastase), Inulase, 
Invertase (Saccharase), Maltese, Lactase, Emulsin, Oellulase (Cytase), 
Hemicellulase (Cytase) und Xylanase. 
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Ala Substrate (Praparate von Merck) dienten folgende Ldsungen: 
2% Idsliche St&rke, 2% Inulin, 2% Dextrin, 2% Saccharose, 0,25% 
Maltose, 0,26 % Lactose, 1 % Amygdalin. Femer wurden verwendet : 
Filtrierpapier und Schnitte durch Pflanzenteile als Cellulose- oder Hemi- 
cellulosesubstrat, Xylan aus Weizenstroh^ als Pentosansubstrat. 

Zum Nachweis der aus diesen Substanzen durch Carbohydrasen ab- 
gespaltenen reduzierenden Stoffe waren die gewohnlichen qualitativen 
Methoden, z. B. die Fehling^dhe Reaktion, meist ungeeignet, da ich mit 
sehr kleinen Fliissigkeitsmengen arbeiten mufite, und es bei Maltose imd 
Lactose, die an sich schon reduzierend wirken, auf die Feststellung der 
ErhOhung des Reduktionsvermogens ankam. Ich verwendete deshalb 
eine quantitative Methode, die Mikroblutzuckorbestiinmung nach Hagedom 
und Jensen (bei Rona, 1928 und Klein, 1932). Es eriibrigt sich, auf diese 
Methode hier niUier einzugehen, zumal sie von Lehmann (1931) auch fiir 
pflanzliche Objokte eingehend gepriift wurde. 

Zu jedem Versuch setzte ich einen Blindversuch an, bei dem das 
Ferment durch oinstiindiges Erhitzen im Wasserbad inaktiviert worden 
war. Da hierbei die Oefahr bestand, dafi die Fhissigkeit zum Teil ein- 
dunstet, inaktivierte ich die betreffende Ferment losung vor der Zugabe 
zu den Substratfliissigkeiten imd ersetzte dami das verdunstete Wasser 
wieder. Dor Wert des Blindversuchs kam nach der Vorschrift von Hagedom 
und Jensen erst nach IJmreclmimg in Glucose vom Glui'osewert des eigent- 
lichen Versuchs in Abzug. Manchmal stand mir nicht geniigend Darm- 
extrakt zur Verfiigung, um stets einen Blindversuch mit inaktivierter 
h ermentldsung anzusetzen; in diesem Falle nahm ich zu den Kontroll- 
versuchen statt Fermentlosung destilliertes Wasser. Da die Darmoxtrakte 
selbst reduzierende Stoffe enthielten, muBte dei* dadurch entstandene 
Fehler durch entsprechende Korrekturwerte ausgeglichen werden, die icli 
dadurch erhielt, daB in eiiier kleinen Mengo Fermontlosimg die Eigen- 
redukrion bestimmt wurde. Dio Berechnung der Maltose- und Lactoso- 
werte erfolgte im Anschlufi an die Tabelle von Pucker und Finch (bei Klein, 
IT, 1, S. 792, 1932). 

Zum Nachweis der fermentativen Spaltung von Starke, Dextrin und 
Amygdalin konnten, da die dabei in Frage koinmenden Fermento stark 
wirksam sind, auch grobere qualitative Methoden verwendet werden wie 
die Jod- Star ke-Reakt ion und die FehlingacYie Reaktion. 

Zum Cellulase- und Hemicellulase-Nachweis henutzte ich meist die 
einfa(*he und bequeme qualitative Mikromethode von Ripper (1930). Ripper 
dienten als Substrat Gefrierschnitte durch Salatstengel. Jeh verwendete 
Rasiermesserschnitte durch verschiedene Pflanzenteile, insbesondere durch 
diinne Wurzoln von Iris imd durch das Endosf)erm von TropaeoZwm- Sameii, 
das reich an Hemicellulose ist. Da an reinen Zellwandpraparaton die Vor- 
gange der fermentativen Auflosung besser zu beobachten sind, wurde aus 
den Schnitten bei einem Teil der Versucho dor Zellinhalt mit Chloralhydrat 
herausgelost und danach das Chloralhydrat griindlich mit dastilliertem 
Wasser ausgewaschen. Die Schnitte lagen auf einem hohlgeschliffenen 
Objekttrager in einem Tropfen Darmsaft oder FermentlOsimg. Bei diesen 
Cellulaseversuchen setzte ich den Fermentlosimgen als Desinfiziens statt 
Thymol in der Kegel Toluol zu. Die Objekttrager wurden in einem ver- 

^ Fiir die Vberlassung eines Xylanpraparates bin ich Herm 
Dr. M, LudtkeJ^oxm zu Dank verjiflichtet. 
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Bchlossenen GlasgefS.13, dessen Boden mit toluolhaltigem Wasser bed6M3kt 
war, im Thermostaten bei 38® C aufbewahrt. Bei der taglichen Durchsicht 
fiigte ich stets neues Toluol zu. Die Veranderungen an den ZellwAnden sind 
in ungef&rbtem Praparat 8chon deutlich; zur Kontrolle priifte ich bei 
AbschluB der Versuche Htets mit Chlorzinkjod {Hertzberg, 1923) auf Cellulose 
und mit Jodjodkali auf Hemicellulose. 

Auch quantitativ wurde auf Oollulase gepriift durch Bestimmung der 
fermentativ abgespaltenen reduzierenden Stoffe mit der Hagedom-J enaen- 
schen Methodo. Als Substrate dienten 0,02 g Filtrierpapierschnitzel in 
0,5 com destillierten Wassors, dem die ublichen Mengen Fermentextrakt 
und Pufferlosung zugefiigt wurden. In gleicher Weise imtersuehte ich das 
Xylanspaltungsvormogon der Larvendarme. Ich benutzte eine Auf- 
schwemmung von 0,01 g Xylan in 0,5 ccm Wasser als Substrat. Die er- 
mittelten Glucosciwerte wurden bei Xylan auf Xylose umgerechnet nach 
der Tabelle von Schoorl (bei Klein, 1. e. S. 787.) 

c) Lipasen. 

Die Priifung erfolgto nacli den Angaben von Wiggleaworih (1928). 
Als Substrat verwendete ich folgende vor Gebraucb genau neutralisierte 
Losimgen und Emulsionen: 25% Olivonol (wasserige Emulsion), I 
Monobuiyrin, 5"o Athylbutyrat (Ather bntyTi(‘us), 2^/,, Lecithin aus Eiorn 
(wAsserige Emulsion). Die abgespaltenen Sauren wurden mit n/100 NaOH 
gegen Brom-l'hymolblau titriert. Bei den Lipaseversuchen muBte der 
Puffer wegbleiben, dafiir wurde 0,8 com Substrat und 0,2 ccm Ferment - 
losung genommen. Dio Versuche standen im Thermostaten bei 38® C; 
jeweils lief ein Kontrollversuoh mit inaktiviertor Formentlosung mit. 

d) Proteasen. 

Es wurde ]>ei Zimmertem|>eratiir auf folgende Fermente gepriift: 
Pepsin, das bei stark saurer Reaktion wirksam ist, Tryj)sin, das nur in 
neutraler bis schwach alkalischor Losung EiweiBkorper angreift, imd Erepsin, 
das Pepton abbaut. Zum Xachweis verwendete ich eine relativ grobe, 
aber sehr oinfache Methodo, da es sich bier ja nur um eine orientierende 
Fest-stellung handeln sollte. Wiggleaworih benutzte die etwas umstandliche 
Fomioltitration nacli Sorensen zum Nachwois der gebildeten Aminosamen. 
Ich wahlte die bei Wohlgemut (1913) boschriebenen Versuchsanordmmgen 
in etwas veranderter Form. 

Fiir den Pepsimiachweis wurde zu einer Mischung von 0,8 ccm 0,1 ^\>iger 
Salzsaure und 0,2 ccm Fermentlosuiig eine mit Karmin gefarbte Fibrin- 
flocke ziigegeben. Tritt eine EiweiBverdauung ein. so farbt das frei werdende 
Karmin die Losimg rot. Stets muB ein Kontrollversuch mit inaktivierter 
Fermentlosung angesetzt werden, um Tauschimgeii durch selbsttatig aus- 
tretenden Farbstoff zu venneiden. 

Ziun Trjqjsinnachweis diente als Substrat eine mit Kongorot gef&rbte 
Fibrinflocke, die ich zu oiner Mischung von 0,5 ccm destilliertem Wasser, 
0,3 ccm Phosphat puffer und 0,2 ccm Fenueiitextrakt zugab. Das pn stellto 
ich auf 6,4 und 8,0 ein, um auch deii alkalischen Bereich zu priifen. 

Die Wirkung von Erepsin untersiichte ich ebenfalls bei pn = 6,4 und 8,0. 
Als Substrat verwendete ich 0,5 com 0,5^()igo Peptonlosimg (Wftte-Pepton), 
dem 0,3 ccm Puffer und 0,2 ccm Fermentextrakt- zugesetzt wurden. Zum 
Nachweis diente die Biuretreaktion, die um so schwacher war, je starker 
Pepton gespalten wurde. 
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e) Andere Ferment©. 

Von den iibrigen Fermenten wurden noch Nucleaae, Urease, Histocym 
und Tyrosinase in den Kreis der Untersuchung ge^ogen. Ich verfuhr eben- 
falls nach den Angaben von Wohlgemut und nahm als Substrat (Pr&parate 
von Merck) 0,7 ccm folgender Losungen: 1,0% Natrium nucleinicum aus 
Hefe, 1,0% Harnstoff, 0,5% Hippursaure, 1,0% Tyrosin. Zum Nachweis 
der Nuclease diente das Auftreten der Phosphatreaktion (Mg-Mischung). 
Zum Nachweis von Hamstoffspaltimg wurd© mit Nesslers Keagens auf 
Ammoniak gepriift. Die Priifung auf Histocym ©rfolgte durch Identifi- 
zierung der mit Ligroin ausgeschiittelten Benzoesaure mit FeClg. Bei der 
Oxydation von Tyrosin durch Tyrosinase farbt© sich die LOsimg mehr 
odor weniger dunkel. 

Natiirlich m\il3te stets auch ©in Kontrollversuch angesetzt werden. 

4, Ergebnis der Ferment oerauche. 
a) Oarbohydrasen. 

An Carbohydrasen lieB sich vor allem ein kraftiges, Starke und Dex- 
trin abbauendes Ferment nachweisen (Tabelle VIII und IX). Die Amylase 
war sowohl im Magenabschnitt, wie im Mitteldarm sehr stark wirksam, 
schien aber in den Blindsacken nur in Spuren vorhanden zu sein. Das 
Polysaccharid Inulin wurde nicht abgebaut. Von den disaccharid- 
spaltenden Fermenten Invertase, Maltase und Lactase waren in den 
Glycerinextrakten Invertase kaum, die beiden andercn Fermente gar 


Tabelle VEIT. 

Fermentative Spaltung von Starke, Dextrin und Arnygdalin 
durch Glycerinextrakt© von Oajymtma-Darmen. 


1 

Jodreaktion nacb 12 Std. 

Starke der FehlingsvYien 
Reaktion nach 12 Std. 

(m Klammer nach 8 Tagen) 

Starke • ' 



Magen 

hellviolettrot 

-f 

Blmdsacke . 

dunkelblau 

0 

Mitteldarm . . . 

farblos 

++ 

Kontrolle ... 

dunkelblau 

0 

Dextrin • 



Magen 

farblos 

— 

Blmdsacke 

, dunkel violett 

— 

Mitteldarm . . . 

farblos 

— 

Kontrolle . . . . 

1 

violett 

— 

1 

_ 1 

Blansanregeruob 1 

nach 12 Std. 

(in Klammer nacb 8 Tagen) 


Amygdalm : 



Magen . 

+ (++) 

+ (++) 

Blmdsacke 

0 (+) 

0 (+) 

Mitteldarm ... 

+ (+++) 

0 (0) 

+ (+++) 

Kontrolle . . . . . . ' 

0 (0) 
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Tabelle IX. 

Fermentative Spaltung von PoJy- und Disacchariden durch 
Wasserextrakte von Oa^j^rmrus-Darmen. 

Die Zahlen bedeuten MOligramm gebildete reduzierende Stoffe, berechnet als 

Glucose. 



Nach 2 Std. 

Nach 24 Std. 

Nach 8 Tagen 

Starke : 




Magen 

0,018 

0,342 

0,046 

0,413 

Blindsacke 

0,000 

0,076 

Mitteldarm 

0,030 

0,416 

0,497 

Inulin : 




Magen 

0,007 

0,000 

0,003 

Blindsacke 

0,000 

0,002 

0,005 

Mitteldarm 

0,005 

0,004 

0,010 

Saccharose : 




Magen 

0,014 

0,046 

0,830 

Blindsacke . . 

1 0,002 

0,018 

0,200 

Mitteldarm .... 

0,019 

0,092 

0,253 

Maltose : ' 




Magen ... I 

0,000 

0,024 1 

0,052 

Blindsacke , ... 

0,002 

0,000 

0,003 

Mitteldarm . . . . | 

0,015 

0,072 

0,138 

Lactose : | 




Magen . . 

0,000 

0,001 

0,024 

Blindsacke 1 

0,000 

0,000 

0,005 

Mitteldarm 

0,003 1 

0,024 

0,032 


niC/ht nachweisbar. Wiggle su^th fand bei ^to^a-Invertase eine teilweise 
Hemmung durch 20% Glycerin, walirend Btoto-Maltase und BlaMa- 
Lactase durch 10 % Glycerin vollkommon gehemmt wurden. In Wasser- 
extrakten von Mitteldarm- und Magenabschnitten waren eine kraftige 
Invertase und eine Maltase vorhanden, dagegen Lactase nur in Spuren 
(Tabelle IX). In den Blindsacken lieBen sich nur Spuren von Invertase 
feststellen. Ein weiteres Ferment, das hierher gehort und in seiner 
Wirkungsintensitat im Darmrohr dor Larven etwa der Amylase gleich- 
kam, das Glucosid spaltende Ferment Emulsin, war stets nachweisbar 
(Tabelle VIII). Auch dieses Ferment war in den Blindsacken nur 
schwach wirksam. 

Durch qualitative Mikroversuche nach Bijyper wurden Darmsafte 
verschiedener Cerawbyciden-lj&Tven auf Cellulase gepriift (Tabelle X). 
Es zeigte sich, daB die Bockkaferlarven eine Cellulase besitzen, die 
allerdings, verglichen mit der //riix-Cellulase, relativ schwach ist. Ripper 
hat schon darauf hingewiesen, daB das Vorkommen von Cellulase bei 
Bockkafern keineswegs an die Symbiose gebunden ist: Cerambyx cerdo 
ist symbiontenfrei und besitzt trotzdom im larvalen Darm eine Cellulase ; 
dieses Ergebnis konnte ich bestatigen. 




126 


W. Muller: 


TabeUe X. 

£inwirkving von verdunnten Darmsaften aiif Quersohnitte 
durch die Mittelrippe der Blotter von Leontodon taraxacum, 
Ergebnis nach 36 Stimden bei 30® C. 


Darmsaft von 


Oxymirus cursor 
Rhagium bifasciatum 
Cerambyx cerdo 
jBTcZia^-Darmsaft 
Kontrolle (Wasser) . 

Tabelle XI. 

Einwiikiing von Glycerinexti akteii von Oxy^mru^-Darinen auf 
Tellulose imd H emicell uloso. 

Substrate Schnitte duroh /w-Wui/eln uml durch Tropacolum -'Endo>]^erm. 
Zeichen geben die Starke dor Ferment wirkung naeh 3 Tagen bei 38® C an. 


Zellwande stark korrodiert, nur undeutlich sichtbar 

n n » n n n 

n n n n n rt 

„ vollstandig gelost 

- unverandeH 


Magen . 

Blindsacke 
Mitteldarm . 

Kontrolle (SO^J^tjiges Glycerm) 


Oellnlotte Homiccllulose 

(Jrnt Wurzel) i irropaeolum Endospenn) 


4- 

0 

4 - + 

0 


+ 
(+) 
+ + + 
0 


Ferner prufte ich Glycerm- und Wasserextrakte der verschiedenen 
Darmabschnitte von OxymirtLS-harven (Tabelle XI). Hemicellulose von 
Tropaeolum’Sennen wurde starker gespalten als Cellulose. In den 
TropaeolumSchnitten losten sich zuerst die Wandverdickungen aus 
Hemicellulose auf, die mnerste Wandschicht aus Cellulose blieb ubrig 
und wurde schlieBlich auch angegriffen In den Wurzelquerschnitten 
bekam besonders das Gewcbe dor Wurzelrmde ein zerfasertes Aussehcn 
und loste sich vielfach ganz auf. Auf diese Weise lieBeii sich Cellulase 
und Hemicellulase im Magen und Mitteldarm gut nachweisen, wahrend 
durch die Extrakte der Blindsackabschnitte nur eine kaum wahrnehm- 
barc HemiceUulasewirkung erzielt werden konnte. Aus Tabelle XII geht 
hervor, daB auch leere gewaschene Mitteldarmschlauche, nachdem sie in 
geeigneter Weise zerrioben wurden, eine, wenn auch mu: schwache, 
Cellulase- und Hemicellulase-Reaktion geben. Diese Fermente wurden 
also wahrschemlich im Mitteldarmepithel produziert. In hyalinen, mit 
wenig Flussigkeit gefullten, kollabierten Darmen von Hungertieren sind 
die beiden Fermentcj ebenfalls, doch schwacher als in normalen Darmen 
nachweisbar Teile des Mitteldarms einer OxymiruS’haxYe, der die 
Blindsacke mit Symbionten vollkommen fehlten (vgl. Abschnitt VII), 
erwiesen sich bei der Prufung auf Cellulase ebenfalls als eindeutig 
positiv. 
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Tabelle XIL 

Einwirkung von Wasserextrakten verschiedener Darmteile von 
Oxyrmrua-'LsiVYexi auf Cellulose und Hemicellulose. 

Die Darmteile wurden in moglichst wenig Wasser vemeben. Im ubrigen 

siehe Tabelle XI. 


1 

Cellulobe 

(/H^-Wurzel) 

Hemicellulose 
( Tropacolttm-En dosperm) 

Normal gefullte Mitteldarrae von zvvei 1 



Larven 

+ + 

+ + 4* 

Magenabscbnitte dazu ^ 

+ 

4 + 

Blmdsacke dazu 

0 

(+) 

Leere Mitteldarme von vier Larven, 
Inhalt herausgespult 

(+) 

■f 

Hyaline mit wenig Flussigkeit gefullte 
Mitteldarme von vier Larven 


+ 

Mitteldarmabsehnitte emer Larve ohne 
Blmdsacke, aonst normal und mit ^ 
Nahrung gefullt 

1 ++ 

+ + 4- 

Kontrollj (V^^assei) 

1 0 

0 


Neben diosen qualitativen Feststellungen wurde der Nachweis der 
Cellulosespaltung auch auf quantitativein Wege durch Bestimmung 
dor abgcspaltenen, reduzicrcnden Stoffe versucht Ripper hat als 
Substrat Filtnerpapiei und Baumwolle benutzt und durch Zuruck- 
wagen den nicht verdauten An toil bestimmt Ich piufte neben Filtrier- 
papiei auch ein Pentosan, namlich Xylan aus Weizenstroh Pentosane 
smd ja besonders in Laubholz reichlich voihandcn und spielen mog- 

Tabolle XI 11 

Fei mentat i\ er Abbau \ on Polysacc hai iden duieh Wasser 
oxtj ikte won Oxiffninis-Daim^n 


Die Zahlen bedonten Milligiamm gebildeten roduzierenden Zuckers, bei 
Cellulose imd Staike als Glucose, bei X'^lan als Xylose borechnet 


Substrat 

! Nuhesid 

1 Na(h 24 Std 

Nach 3 Tagen 

(^elluloae 




Magen . 

0,005 

0,057 

0,078 

Blmdsacke 

0,000 

, 0,007 

0,012 

Mitteldarm 

0,038 

0,066 

0,093 

Xylan 




Magen . 

0,040 

0,102 

0,105 

Blmdsacke 

0,016 

0,022 

0,034 

Mitteldarm 

0,078 

0,160 

0,163 

Starke 


1 


Magen 

0,132 

0,356 

0,403 

Blmdsacke 

0,028 

0,053 

0,068 

Mitteldarm 

0,206 1 

0,421 

0,485 
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licherweise fiir die Emahrung holzfressender Insekten eine nicht un- 
bedeutende Rolle. Aus TabelleXIII ist die kraftige Xylanspaltung 
durch die Fermente des Extraktes ersichtlich, wahrend Cellulase weniger 
stajk wirksam war. Zum Vergleich sind mit denselben Permentlosungen 
erhaltene Werte fiir die viel starker wirkende Amylase beigefiigt. Im 
Mitteldarm und Magen waren die Fermente deutlich nachzuweisen. 
Die Blindsacke zeigten praktisch keine Cellulasewirkung ; auch ihr 
Xylanspaltungsvermogen war sehr gering. 

Tabelle XJV. 

8paltung von Estern und Fetten durch Extrakto vonOxymirua- 
Darmen. (* = Wasserextrakt , allea librigo Glycerinext rakt.) 
Die Zahlen bedeuten Kubikzentiineter n/100 NaOD , die znr Neutralisation 
der gebildeten Saure in 1 ccm Losung vei'braucht wurden. 



Nach 24 Std. 

1 Nach 3 Tagen 

Nach 4 Tagen 

Monobutyrin : 




Magen 

0,05 

0,40* 

1,00 

Blindsacke 

0,00 

0,25 ♦ 

0,60 

Mitteldarm ... 

0,15 

0,70 

1,10 

Athylbutyrat: 

0,05 



Magen 

— 

' 0,15 

Blindsacke 

0,00 i 


0,10 

Mitteldarm 

0,14 

1 — 

0,40 

Olivenol ; 


1 1 


Magen 

0,00 

0,10 

— 

Blindsacke 

0,00 

0,05 

0,00 

— 

Mitteldarm 

0,30 

— 

Lecithin : 

Magen 

0,00 ! 

1 

0,10 

Blindsacke 

0,00 1 

— 1 

0,10 

Mitteldarm 

0,10 1 

— 1 

0,60 


b) Lipasen. 

Fett und Ester spaltende Fermente waren in alien I^armabschnitten 
wirksam, bcsonders stark im Mitteldarm, weniger stark im Magen und 
wieder nur schwach in den Blindsacken (Tabelle XIV). Von den go- 
priiften Stoffen wurde Monobutyrin am starksten und Olivenol am 
schwachsten gespalten. 

c) Froteasen. 

W igglesmorih konnte bei Blatta kein Pepsin feststellen. Auch bei 
Oxymirus fehlte dieses Ferment, was durchaus verstandlich ist, da im 
Darmtraktus der Larven die Wasserstoffionenkonzentration nie so steigt, 
daB Pepsin wirksam werden kann. 

Trypsin war nachweisbar (Tabelle XV) und wirkte im alkalischen 
Oebiet (pn == 8,0) starker als bei pa = 6,4, das etwa den normalen 
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TabeUe XV. 

Wirksamkeit von Trypsin und Krepsin inGlycerinextrakten von 

Oxymirua-ID kviaeii. 

Versuchsdauor 2 Tage. Dio Zeichen geben bei Trypein die Starke der 
Fibrinverdauung, bei Erepsin die St4rke der Biuretreaktion an. 



Fermentwlrknng bei 


Pb = M 

Ph = s.o 

Trypsin : 

Magen 

(+.) 


Blinds^ke 

0 

+ 

Mitteldarm 

+ 

+ + + 

Kontrolle 

0 

0 

Erepsin : 



Magen 

++4- 

+ + 

Blindsacke 

+ + + 

+ + 

Mitteldarm 

-f 

(+) 

Kontrolle 

++ + 

+ + + 


Verhaltnissen in Larvendarmen entspricht. Die gleiche Beobachtung 
konnte beim Erepsin (Tabelle XV) gemacht wcrden. Diescr Befund 
steht gut im Einklang mit den Ergebnissen von Wigglesworth (1928), 
der fur B/ato-Trypsin als Optimum pn = 7 bis 8 und fur B/ato-Erepsin 
Pk — 8,5 angibt, also Wasserstoffionenkonzentrationen, die auch im 

Tabelle XVI. 

Zuaammenstellung dei boi Ceramhyciden-XiiM'ven (Oxymirua cursor) 
naehgewiesenen Darmtermente. 

Die Zeicheij ijobon ungefabr den Grad ihrer Wirksamkeit an. 


Ferment 

Substrat 

1 Mb^cd 

1 Blindsacke 

Mitteldarm 

Cellulase 

Cellulose 

+ 

0 

+ 

Hemicelliilase 

Hemicellulose 

+ 

(+) 

+ 4- 

Xylanase 

Xylan 


(+) 

4-4- 

Amylase 

Starke 

+ + + + 

+ 

4-f4-4- 

Inulinase 

Inulin 

0 

1 0 

0 

Invertase 

Saccharose 

4" 

1 0 

4- 4“ 4- 

Maltese 

Maltose 

(+) 

0 

4- 4- 

Lactase 

Lactose 

0 

0 

(+) 

Emulsin 

Amygdalin 

4*4‘ + 4- 

4- 

+4- + 4- 

Lipase 

Ester und Fette 

4- 

(+) 

+ 4- 

Pepsin 

Fibrin 

0 ’ 

0 

0 

Trypsin 

Fibrin 

0 1 

0 

4- 

Erepsin 

Pepton 

0 

0 

4-4- 

Nuclease 

Natrium nucleinicum 

0 

0 

0 

Urease 

HamstoK 

(+) 

(4-) 

4- 

Histocym 

Hippursaure 

0 1 

1 0 

0 

Tyrosinase 

Tyrosin 

' 4- 

0 

(+) 


Archly fiir Mlkrohiologie. Bd. 5. 
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BhUa-jysxm. nicht auftreten. Doch fand Wigglesioofth, daB zumUnter- 
schied von Pankreastrypsin die Aktivitat des BZa/to-Trypsins weiter 
in das saure Gebiet hineinreicht. 

d) Andere Ferment©. 

Von den iibrigen noch gepriiften Fermenten waren eine schwache 
Ureetse nnd Tyrosinase vorhanden. Histocym und Nuclease scheinen 
zu fehlen (Tabelle XVI). 


5. Zusammenfassung. 

Die im Darm der Cerambyciden-L&rven aufgefundenen Fermente 
sind in Tabelle XVT zusammengestellt. Besonders bemerkenswert ist 
das Vorkommen von Cellulase, mit dercn Nachweis das Ergebnis Ripper b 
bestatigt werden konnte. Auch Hemicellulase und Xylanase sind vor- 
handen. Die symbiontengefiillten Blindsacke zeichnen sich aber in 
keiner Weise gegeniiber den iibrigen Darmabschnitten aus. Sie sind 
fast durchweg fermentfrei odor doch sehr fermentarm. Den Symbionten 
scheint also keine Bedeutung als Fcrmentproduzenten zuzukommen. 

VI. Vericrleichende Substrat- nnd Kotanalysen. 

7. Einleitung. 

Wieweit iiberhaupt eine Cellulose verdauung im Darm der Holz- 
fresser stattfindet, laBt sich mit Hilfe von vergloichenden Futterholz- 
und Kotanalysen entscheidon. Diese Methode bietet gegeniiber reinen 
Fermentversuchen den Vorteil, daB die Holzverdauung unter natiir- 
lichen Verhaltnissen und mit natiirlichen Substraten vor sich geht, 
und daB sie ein genaues Bild der mengenmaBigen Veranderungen der 
einzelnen Komx)onenten der Holzsubstanz gibt. Die Analysenergebnisse 
sagen aber nichts dariiber aus, ob die beteiligten Fermente vom Tier, 
von den intracellularen Symbionten oder von der Darmflora stammen. 

In der Literatur liegen nur wenig© vergleichonde Futterholz- und 
Kotanalysen von holzfressenden Tnsekten vor. Ripper (1930) hat aiif 
diesem Weg© den Nachweis ©rbracht, daB weder die Raupen von Cossus, 
noch die Larven von Dorcus parallelepipodua (LawHlicomier) Cellulose 
verdauen. Campbell (1929) untersuchte Futterholz und Kot einer Lyctus- 
Art ohn© Erfolg; dagegen fand er im Kot von Xestobium ruiovillosum ein© 
stark© Celluloseabnahme, ©in Ergebnis, das Ripper bestatigt hat. Falk (19W) 
hat mit derselben Methode Anobium striatum und Hylotrupes hajulus 
(Bausbock) mit Erfolg untersucht. 

2. Methode. 

Das MatoJial zur Kotanalyse wurde in der Weise gewonnen, daB ich 
die in den Larvengangen festgestopften Exkremente sammelte und in 
lufttrockenem Zustande durch fein© Siebe von grdberen Holzteilchen 
befreite. Gtanz* f einer Staub wurde ebenfalls durch Aussieben ©ntfernt. 
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80 da6 nur Kotballen ubrigblieben. Zur Analyse des Futterholzes stellte 
ioh mit Hilfe einer Feile aus dem den Gangen benachbarten Holz feines 
Holzmehl her. Die Analj^e erstreckte sich auf folgende Holzbestandteile: 

Alkohol-Benzolextrakt : Bestimmung durch Extraktion des Inft- 
trockenen Materials mit Alkohol -Benzol -Gemisch 1 : 1 wahrend 8 Stunden 
im #9oaj^Zef.Apparat (Schwalhe-Sieher^ 1928). Der Extrakt enthalt im wesent- 
lichen Harz. Das extrahierte Material wurde ausgewaschen imd bei 105® C 
getrocknet, um fiir die weiteren Analysen verwendet zu werden. 

Protein^: Bestimmimg des Gesamtstickstoffs durch JT/eZda^Z-AufschluG 
und Umrechnimg auf Rohprotein durch Multiplikation des N-Wertes mit 
der 6,25. 

Lignin: Bestimmung nach Konig und Becker mit 72%iger Schwefel- 
saure {Schivalbe-Sieber, 1928). 

Geaamt]jontosan : Bestimmung durch Furfiiroldestillation nach Tollena 
und Fallung des gebildeten Furfurols als Furfurolphloroglucid (Klein, 1932). 

Orthopentosan : Bestimmung im Riickstand des Hemicelluloseauf- 
schlusses nach Konig und Becker (1929) durch Furfuroldestillation. 

Hemipentosan : Wird erreclinet aus der Differonz von Gesamtpentosan 
und Orthopentosan. 

Glucosewert : Im Hydrolysat des Hemicelluloseaufschlusses nach 
Konig imd Becker (1919) wurde das ReduktionsvermOgen nach MeiasU 
Allihn bestimmt. Das erhaltene CuO wurde als Glucose in Prozent der 
Ausgangsmenge bereehnet. Dieser Glucosewert umfafit die Gesamtheit 
Jeicht hydrolysierbarer Stoffe, die Korper mit reduzierenden Gruppen 
abspalten (H exosen, Pentosen, Oollulosedoxtrine usw.). Obwohl dieser 
Wert kein exaktor Ausdruck des Hemicellulosegehaltes ist, ist er doch gut 
brauchbar zur Feststellung des leichter spaltbaren Anteils im Holz. 

Cellulose: Bestimmung mit der Chlordioxyd-Natriumsulfit-Mothode 
nach Schmitt, G easier, Arndt und Ihlow; Nachbehandlung mit S’^oiRor 
Natronlauge (Klein, 1932). 

Schema des Analysonganges : 


Ausgangsmaterial 



Protein Kxtraktion mit 

Alkohol-Benzol-Gemisch 



Extrakt: Harze U8^^. Ruckstand; 



Hydrolysat: Riickstand: 

Glucosewert Orthopentosan 

^ Die Proteinbestinunungen hat Herr Dr. E.FdUc in freundlicher 
Weise iibemommen, wofiir ich auch an dieser Stelle Dank sage. 

9 * 



fV. Muller; 


I3S 

Da fit die Analysen barzfreies Material verwendet trurdo, muSte zu 
den Einwagen der jeweiljge Wert des Alkohol-BenzoIextraJrtes prozeatua,! 
hinzugerechnet werden. 

Bei der Bereohniing der Ergebnisse diente Lignin als Bezugsgr6Be, da 
Lignin bei der Verdaming nicht angegriffen zu werden scheint. (1930) 

zeigte, da6 man ebensogut den Aschengehalt als BezugsgrbBe nehmen 
kann, und dalB beide Wege zum gleichen Ergebnis fiihren. Die Werte der 
Kotanalyse werden berechnet, indem man den Ligninwert der Kotanalyse 
dem Futterholz -Ligninwert gleichsetzt und sodann alle Wei*te entsprechend 
umrechnet (vgl. Ripper 1930). Diese reduzierten Werte geben ein sehr 
anschauliches Bild von den Veranderungen in der Zusammensetzung des 
Holzes. 

Die prozentuale Abnahme der einzolnen Komponenten babe ich be- 
rechnet, indem ich die Differenz zwischen den Futterholz- und den redu- 
zierten Kotwerten in Prozenten der Fiitterholzwerte ausdi'iickte. 

3. Vermchsergehnisse. 
a) Anobiiden. 

Die Analyse eines von Aimhium striatum befallenen Erlenholzes 
ergab eine starke Celluloseabnahme im Kot. Auch die Werte fur Glu- 
cose, Gesamt-, Hemi- und Orthopentosan sind deutlich orniedrigt, ferner 

Prozen^ehatt des Pnozenfgehad des 



Abb. 29. Abb 80. 

XeBtobtum rufovtllomm aus Eichenholz OractUa minuta aus Weidenholz. 
und Ahomholz. Futterholz- und Kotanalysen Futterholz- und Kotanalyse. 
nach Campbell und Ripper. 
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auch der Proteingehalt (vgl. Tabelle XVII). Falk kam zu ahnlichen 
Ergebnissen im Verhalten der Cellulose, wahrend eine Abnahme des 
Gesamtpentosans bei ihm nicht ersichtlich ist. Die Werte von Campbell 
und Ripper fur Xestohium rufovilloaum sind in Abb. 20 dargestellt. 
Sie bieten im wesentlichen dasselbe Bild. Auffallig ist bei den Ergebnissen 
Campbells die starke Zunahme des alkaliloslichen Anteils im Holz. 


b) Cerambyciden. 

Von den Cerambyciden untersuchte ich Oxymirus cursor, Leptura 
rubra und die S 3 mibiontenfreic Oracilia minuta (Abb. 30). Die Ergeb- 
nisse waren ahnlich wie bei Anobium striatum. Bei Oxymirus war die 
prozentuale Abnahme der Cellulose und des Glucose wertes besonders 
grofi (49,2 und 49,1%), vgl. Tabelle XVIII. Bei Leptura rubra sind 
die entsprechenden Werte erheblich niedriger (Tabelle XIX). Falks 
Analysenwerte heiHylotrupes bajulus sind ganz ahnlich, unterscheiden 
sich aber auch hicr wiedcr im Verhalten der Pentosane. Bei Oxymirus 
war im Kot auch der Proteingehalt deutlich herabgesetzt 

Bemerkenswert ist, dafi Orajcilia minuta (Tabelle XX, Abb. 30) 
und Hylotrupes bajulus sich in der Holzverdauung in keiner Weise 
von den iibrigen Formen unterscheiden, obgleich sie keine intracellulare 
Symbiose besitzen. 


c) Sirioiden. 

Die Analysen zeigten, daB auch Sirex gigas und S. phantoma die 
Fahigkeit haben, Cellulose zu verdaucn (Tabellen XXI und XXII). 
Auch die ubrigen Bestandteile des Holzes verhielten sich ahnlich wie 
bei den Anohiidcn und (Wambyciden. Der Harzgehalt zeigte bei Sirex 


Tabelle XVTTT. 


Tabelle XVI 1. 

Futterholz- und Kotanalyse von 
Anobium st riat um, Erlonholz. 


Futterholz- und 
Kotanalyse von Oxy 
minis cursor, 
Piohtenholz. 



Futtei- 

holz 

Exkrementc 


Exkremonte 


o/o 

rodu- 

zicrter 

Wert 

Ab- 

nahme 

®io 

holz 

®/o 

®/o 

redu- 

zierter 

Wert 

Ab- 

nahme 

o/o 

A 1 koh ol-Benzo 1- Ex - 









trakt ... 

3,4 

4,7 

3,7 


2,3 

2,7 

1,8 

21,7 

Protein 

1,62' 

1,62 

1,27 

21,6 

1,0 

1,31 

0,88 

12,0 

Lignin 

26,0 , 

33,3 

26,0 


32,4 

48,1 

32,4 

— 

Gesamt pen tosau 

23,4 I 

20,9 

16,3 

30,3 

10,6 

11,5 

7,8 i 

26,4 

Ortliopentosan . . 

4,5 

5,1 

4,0 

11,1 

3,2 

3,7 

2,5 ! 

21,8 

Hemipeutosau . . . 

18,9 

15,8 

1 12,3 

34,9 

7,4 

7,8 

5,3 

28,4 

Glucosewert 

24,2 

22,0 

17,2 

28,9 

23,3 

18,3 

12,3 1 

47,2 

Cellulose 

44.5 

42.4 

33,0 

30.9 

46,1 

34,7 I 

23.4 I 

49.2 
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deutliche Abnahme, im Gegensatz zu den iibrigen Aiml3r8en, die 
manchmal sogar ein Ansteigen des Alkohol-Benzol-Extraktes ergaben. 

Die Ergebnisse der verschiedenen Analysen sind in Tabelle XVII 
bis XXII zusammengestellt. 


Tabelle XIX. 


Futterholz- und Kotanalyse von 
Leptura rubra, Fichtenholz. 


Exkremente 
Flitter- 1 i— 



holz 

®/o 

o/o 

redii- 

zlerter 

Wert 

Ab- 

nahme 

o/o 

Alkobol-Benzol-Ex- 





trakt 

3,2 

4,7 

3,4 

— 

Lignin 

27,6 

37,4 

27,6 


Gesamtpentosan 

8,8 

9,6 

6,9 

21,6 

Orthopentosan 

2,9 

3,7 

2,7 

6,9 

Hemipentosan . . . 

6,9 

5,8 

4,2 

27,1 

Glueosewert . . . 

1 21,8 

22,6 

16,6 

24,3 

Cellulose ... 

I 48,0 

41,2 

33,9 

32,8 


Tabelle XX. 

Futterholz- und Kot- 
analyse von Gracilia 
minuta, Weidenholz. 


Futter- 

1 Exkremente 

holz 


redn- 

Ab- 


®/o 

zlerter 

nahme 


1 

Wert 

®/o 

3,5 

1 i 

' 6,6 

4,6 


20,4 

29,4 

20,4 

— 

16,3 

1 18,7 

13,0 

26,1 

6,1 

1 6,3 

3,7 

27,6 

11,2 

13,4 

9,3 

17,0 

26,6 

17,1 

11,9 

66,3 

39,5 

35,2 

24,7 

38,3 


Tabelle XX 11. 


Tabelle XXI. 

Futterholz- und Kotanalyse von Sirex 


Futterholz- und Kot- 
analy<»e von Sirex 
phantoina Fabr.^, 


gigas L., Tannenholz (Abies pectinata). 




Exkremente 

bolz 

o/o 

°/o 

redu- 

zierter 

Wert 

Ab- 

nahme 

®/o 

Alkohol-Benzol-Ex - 





trakt 

0,57 

0,67 

0,50 

12,3 

Lignin 

28,5 

32,8 

28,6 

— 

Gesamtpentosan . . 

10,1 

10,7 

8,8 

12,9 

Orthopentosan . . 

2,5 

2,4 

2,1 

16,0 

Hemipentosan ... 

7,6 

8,3 

7,2 

6,3 

Glueosewert . . . 

24,8 

21,4 

18,6 

25,0 

Cellulose 

49,2 

44,3 

38,6 

21,8 


Fichtenholz. 



4,9 II 4,7 3,9 20,4 

83,7 I 40,2 33,7 -- 

11,4 II 10,4 8,7 23,7 


42,3 II 35,0 I 29,4 | 30,6 


4, Zusanvmenfasaung, 

Durch vergleichende Futterholz- und Kotanalysen konnte bei alien 
untersuchten Arten eine deutliche Verdauung von Genistsubstanzen 
des Holzes festgestellt werden. Cellulose, Gesamtpentosan, Ortho- und 


^ Fiir die Bestimmimg der aus dem FraJBstuck geschliipften Imagines 
sage ich Herm Prof. Dr. Leininger, Karlsruhe, besten Dank. 
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Hemipentosan und der Glucoseweii) als Ausdruck des leicht hydro- 
lysierbaren Anteils des Holzes zeigten in den Larvenexkrementen eine 
Abnahme. Die Ergebnisse bei Anobiiden und Cerarnbyciden bestatigen 
die Ergebnisse von Falk und Ripper. Fiir die Siriciden konnte erstmals 
der Beweis der Celluloseverdauung erbracht werden. 

In der Holzverdauung von symbiontenfiihrenden gegenuber sym- 
bipntenfreien Arten bestehen keine Unterschiede. 

yn. Die Bedeutung der untersuebten Symbiosen* 

An Hand der in den vorhergehenden Abschnitten gewonnenen 
Ergebnisse, soil nun versucht werden, die Hypothese Buchner z zu prufen. 
Von den untersuebten Symbiosen sind die ^e/e-Symbiosen der Anobiiden 
und Cerarnbyciden in ihren Erscheinungsformen dcrart ubereinstimmend, 
daB wir sie gemeinsam behandeln konnen, wahrend fur die vollig anders 
geartete Symbiose eine gesonderte Betrachtung notwendig ist. 

1. Die Anobiiden- und Ceramhyctdenaymhiofie. 

Unsere Uberlegungc^n gruppieren sich im wescntlichen um folgende 
di’ei Fragen: 

a) Haben die Symbiontcn im Wirtsorganismus eine nachweisbare 
Aufgabe zu erfullen^ 

b) Sind die symbiontisohen Organismen fur die Ticrc uberhaupt 
lebensnotwendig ? 

c) Kann man die Symbionten vielleicht als erbliche Parasiten 
betrachten ? 

a. 

Wie wir im Abschnitt HI gesehen haben, hat die Prufung der 
Eigenschaften der Symbionten in Reinkultur eigentlich mchts ergeben, 
was zur Deutung der Symbiose beitragon konnte. Irgendwelche Eigen- 
schaften der Hefen, die fur die Verdauungsphysiologie der Wirte wesent- 
lich in Frage kommen, waren nicht zu fmden, weder Cellulosespaltung 
noch Luftstickstoffassimilation lieBen sich nachweisen. 

Diesem Ergebnis konnte entgegengehalten werden, daB es sehr 
wohl moglich ist, daB die Pilze in der kunstlichen Kultur diejenigen 
Eigenschaften verloren haben, die sie fur die Tiere bedeutungsvoll 
machen. 

Weiterhin wurde oingehend gepruft, welche fermentativen Eigen- 
schaften den von Symbionten bewohnten Darmabschnitten im Vergleich 
zu den iibrigen Darmteilen zukommen. Irgendwelche Besonderheiten 
waren bei den Blindsacken nicht feststellbar. Die Versuche zeigten» 
daB die Blindsackregion keinerlei Bedeutung fur die Cellulaseproduktion 
hat. Andorerseits ist Cellulase tatsachlich im Darm vorhanden; sie 
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wird vermutlich vom symbiontenfreien Mitteldarmepithel produziert 
(vgl. Abschnitt V). 

Wollte man dennoch den Symbionten eine Beteiligung an der 
Verdaming zusprechen, so muBte man annehmen, daB sie nur oin 
Preferment (Zymogen) erzeugen, das sich erst im Darm mit dem vom 
Tier in anderen Darmabschnitten produzierten Aktivator zum wirk- 
samen Enzym vereinigt (oder umgekehrt), etwa in der Weise, wie das 
Pankreas-Trypsinogen durch die Enterokinase aktiviert wird. Wenn 
dies zutrifft, miiBte sich durch Zusatz von wenig Mitteldarmextrakt 
zum Blindsackextrakt eine erheblich gesteigerte Cellulasewirkung er- 
zielen lassen. Bis jetzt ist von der Cellulase nicht bekannt, daB sie sich 
aus zwei Komponenten, l^oferment und Aktivator, zusammensetzt. 
AuBerdem ist es wenig wahrscheinlich, daB die an sich dem Tierkorper 
fremden Symbionten Erzeuger der einen Komponenten sind, wahrend 
die Bildung dcr anderen das Tier selbst ubernommen hat. 

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, daB nur die in das Darm- 
lumen abgestoBenen Symbiontenzellen die Fahigkeit der Cellulase- 
produktion besitzen. Dann miiBten alJerdings die S 3 nnbiontcn wahr- 
scheinlich auch in Reinkultur das Cellulosespaltungsvermogen bei- 
behalten, denn im Darmltimen stehen sie nicht mehr unter dem direkten 
EinfluB des tierischen Gewebes, und die Verhaltnisse im Darminhalt 
unterscheiden sich von denen auf manchen kunstlichen Substraten 
nicht sehr wesentlich. 

Die Frage, ob den Symbionten im tierischen Organismus eine 
nachweisbare Aufgabe zufallt, miissen wir also dahin beantworten, 
daB es bis jetzt nicht gelungen ist, eine solche Beteiligung der Sym- 
bionten am Stoffwechsel im Tierkorper nachzuweisen, daB daraus fur 
das Tier ein wesentlicher Nutzen entspringen konnte. 

b. 

Es ist also die Frage berechtigt, ob die Symbionten fur das Tier 
uberhaupt lebensnotwendig sind. 

Schon Buchner und Schwartz schlugen vor, Symbiontentrager 
ohne Symbionten zu ziichten und die evcntuell auftretenden Ausfall- 
erscheinungen zu bcobachten. Breitaprecher (1928) versuchte durch 
Behandlung der Eier mit Desinfektionsmitteln Sitodre'pa -h&ryen pilzfrei 
zu bekommen, doch ohne Erfolg. Durch die Untersuchungen von 
Kiefer (1932) wissen wir, daB durch Kalte und Nahrungsmangel bei 
Anobiiden und Cerambyciden~ljaxYeT\ die Symbiontenbesiedelung zu- 
riickgeht ; niemals lieBen sich aber durch Kalte und Hunger vollkommen 
symbiontenfreie Larven erziclen. 

Neuerdings hat Koch (1933) bei Sitodrepa panicea die Infektion 
der schliipfenden Larven durch Sterilisation der Eihiillen verhindert. 
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Die Cerambyciden-luQXYeiti verlieren unter bestimmten Umstanden 
aiif naturliche Weise ihre Blindsacke. Die Imagines der Bockkafer 
haben keine Darmanh&nge; die Riickbildung der Blindsacke miiBte 
also bei der Anlage des imaginalen Darms vor sich gehen, d. h. kurz 
vor der Verpuppung. Bei den Anohiiden haben Buchner (1921) und 
Breitsprecher (1928) gefunden, daB bei der Anlage des imaginalen Darms 
die meisten Symbionten das Tier verlassen; nur wenige tretcn in das 
neue Darmepithel iiber und erzeugen die imaginalen Mycetocyten. In 
der alten Puppe verlassen ebenfalls wieder zahlreiche Helen die Blind- 
sacke, um zur Fiillung der Ubertragungseinrichtungen verwendet zu 
werden. 

Wie die Metamorphose bei den Cerambyciden vor sich geht, ist 
bis jetzt nicht bekannt. Buchner berichtet nur von einer blindsack- 
freien Lep^?im-Larve, die kurz vor der Verpuppung stand, und Kiefer 
land bei alteren Larven von Rhagiuni inquisitor haufig riickgebildete 
Oder iiberhaupt keine Blindsacke. 

Unter etwa 200 Oxynnrus-LoxvQw land ich im Dezember und Januar 
zwei Tiere mit einem vollkommen glatten Darm ; auch im Schnittpraparat 
waren weder Ausstiilpungen noch Pilzzellen zu sehen. Die Tiere waren 
ganz normal und zeigten auBerlich keine Unterschiede gegeniiber sym- 
biontcnfuhrenden Individuen; das Fettgewebe war normal entwickelt 
und der Darm prall mit Nahrung gefiillt. Das Material war im Oktober 
gt'sammelt ; dii^ Tiere fraBen im Laboratorium deu ganzen Winter 
hindurch weiter. Unter natiirlichen Verhaltnissen wird im Winter selbst- 
verstandlich die Nahruiigsaufnahme eingestellt, und der Darminhalt 
besteht dann im wesentlichen nur aus Flussigkeit. Im Herbst und Winter 
habe ich von Oxyrnirus im Freien nie Puppen gefunden, sondern nur 
im Sommer. Fs ist also anzunehmen, daB die beiden blindsackfreien 
Larven sich friihestc'us im folgeiiden Fnihjahr verjmppt hatten. Ob- 
gleich ihre Blindsacke sich schon riickgebildet hatten, waren die Darme 
noch mit Nahrung gefiiUt. Der Verlust der Blindsacke muB also 
keineswegs mit der Einstellung der Nahrungsaufnahme verbunden 
sein. Es ist also mdglich, daB bei den Cerambyciden die larvalen Blind- 
sacke schon einige Zeit vor der Anlage des imaginalen Darms ver- 
schwinden. Ziehen wir einen Vergleich zu den Verhaltnissen bei den 
Anobiiden, so ist es ungeklart, woher die CerambycidenAma>g}ne& die 
Pilze zur Fiillung der t)bertragungseinrichtungcn beziehen. Weitere 
Studien miissen hier Klarheit schaffen. 

Auch bei Rhagium bifasciatum konnte ich im Friihjahr einzelne 
Larven ohne Blindsacke beobachten* auch sie hatten einen gefiillten 
Darm. 

Aus diesen Beobachtungen und aus den Berichten von Buchner 
und Kiefer geht also hervor, daB b(‘i Cem/w&yc^n-Ijarven die letzte 
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Phase des Larvenstadiums, dereil Dauer nicht unterschatzt werden 
darf, in symbiontenfreiem Zustande verlauft, obwohl die Nahrungs- 
aufnaiune noch nicht eingestellt zu sein scheint. 

Andereraeits ist es immerhin moglich, dafi die Infektion der Jung- 
larven unterbleiben kann, vielleicht dadurch, dafi sich gelegentlich die 
Intersegmentalschlauche des Mutterkafers nicht fiillen. So hat Heitz 
bei Weibchen von Leptura rubra, die im Laboratorium frisch geschliipft 
waren, pilzfreie Ubertragungseinrichtungen beobachtet. In solchen 
Fallen findet das Einwandern der im Nahrsubstrat wohl immer reichlich 
vorhandenen Symbionten in das larvale Darmepithel wahrscheinlich 
erst spater statt, wie es Breitaprecher bei Sitodrepa feststellte ; vielleicht 
kann die Infektion auch ganz unterbleiben. Buchner und Kiefer sind 
der Meinung, daB symbiontenfreie Larven, sowcit es sich nicht um 
alte, verpuppungsreife Tiere handelt, nicht vorkommen. Dagegen muB 
gesagt werden, was auch Kiefer betont, daB die GroBe der Larven 
keinen Anhaltspunkt fur das Alter gibt, man also nie weiB, ob es sich 
auch wirklich um eine alte Larve handelt, wenn sie keine Blindsacke 
besitzt. 

Nach dem heutigen Stande unserer Kenntnisse ist untcr den Ano~ 
biiden mit Sicherheit keine Art bekannt, bei der die Symbiose fehlt. 
BreUsprecher fand bei einigen Formon (Hedobia imperialis, Ptilinius 
pecticornia, Xyletinua ater) an trockenem Sammlungsmaterial zwar 
keine auf irgendwelche Symbiose deutendon Erscheinungen, doch 
sind diese Befunde nicht beweisend. Dagegen wissen wir, daB unter 
den Cerambyciden eine groBe Anzahl von Arten keine Hefe- Symbiose 
besitzt. Buchner laBt die Moglichkeit of fen, daB in diesen Fallen 
vielleicht eine versteckte Symbiose anderer Art vorliegt. Symbiosen 
sind bis jetzt nur in der Unterfamilie der Ceramhycinae nachgewiesen, 
wahrend die Lamiinae stets frei von Filzen waren. Von den Cerambycinae 
sind es die Gattungen Rhagium, Oxymirua, Leptura und Spondylia, 
deren Larven symbiontengefiillte Blindsacke besitzen. Bei einer Reihe 
weiterer Arten hat Buchner an trockenem Sammlungsmaterial in den 
Intersegmentalschlauchen der weiblichen Kafer Hefen festgestellt. 
Trotzdem bleibt noch ein betrachtlicher Rest von Formen und dar- 
unter gerade unsere groBten Bockkaferarten, deren Larven am Darm 
keine Spur von Mycetoc3d;en besitzen. Ripper hat die Larve von Ce- 
rambyx cerdo genau gepriift und nichts gefunden, was auf eine Symbiose 
hingewiesen hatte. Ich untersuchte die Larven von Prionua coriariua, 
Cerambyx cerdo, Gracilia minuta und Callidium apec. (aus Erie), ohne 
Symbionten zu finden. 

Durch die Untersuchungen Rippers wissen wir, daB das Vor- 
kommen einer Cellulase keineswegs an das Vorhandensein von Sym- 
bionten gebunden ist. ich konnte bestatigen, daB auch symbionten- 
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freie Arten Cellulaso erzeugen (Abschnitt V), und daB der Abbau der 
Holzsubstanz im Darm in dcrselben Weise vor sich geht wie bei Formen 
mit S 3 anbiose (Abschnitt VI). Auch in einem Oxymirus-D&.vm ohne 
Blindsacke war Cellulase vorhanden. Xylanase, die ich bei Oxymirua 
nachwies, hat Seilliire (1901) bei dem S 3 mibiontenfreien Phymatodes 
variabilis gefunden. 

Betrachten wir die Lebensweise verschiedener Cerambyciden-Ari^nt 
so treffen wir ncben ausgesprochencn Holzfressern zahlreiche Formen 
an, die meist das ganze Larvenleben (Rhagium- Avten) oder seinen 
groBten Teil (CaUidium- Arten) unter der Rinde verbringen, sich also 
von Rinde und Bast ornahren, einem Material, das wesentlich cellulose- 
armer, dafiir aber eiweiBrcicher ist als Holz. Das Vorkommen einer 
S 3 ^mbio 8 e ist jedoch keineswegs an die Formen mit ausgesprochener 
Holznahrung gebunden, sondern es finden sich in beiden Gruppen Arten 
mit und ohne Symbionten; Cellulase aber kommt allgcmein bei alien 
bis jetzt gej)ruften Arten vor. 

Trotz aller dieser Einwande bleibt noch die Moglichkeit, daB die 
symbiontenfiihrenden Formen irgendwie durch eine Zusatzleistung 
der Symbionten gegenuber den symbiontenfreien Arten in ihrer 
Leistungsfahigkeit gefordert sind. Es ist wohl angangig, daB bei zwei 
so nahe verwandten Formen wie Cerambyx cerdo und Cerambyx scopolii, 
die sich in morphologischer und dkologischer Hinsicht sehr nahestehen, 
die KorpergroBe bis zu einem gewissen Grade als Ausdruck der physiolo- 
gischen Leistungsfahigkeit betrachtet werden darf. Wenn die Symbiose 
eine Leistungsteigerung ermoglichen wihde, miiBte Cerambyx scopolii 
als Symbiontentrager (Bnchver) physiologisch besser gestellt sein. 
In Wirklichkeit zeigt sich jedoch gerade umgekehrt, daB der sym- 
biontenfiihrende Cerambyx scopolii von dem symbiontenfreien Cerambyx 
cerdo an GroBe um ein Mehrfaches ubertroffen wird. 

Wir kdnnen also mit Sicherheit annehmen, daB durch die Symbiose 
die Celluloseverdauung weder bedingt noch gefordert wird. Nach 
den Bcfunden AocAs (1933 a) an der omnivoren Sitodrepa panicea scheint 
die Symbiose doch eine Bedeutung fiir das Tier zu haben, da sterile 
Larven nur sehr kummerliches Warhstum zeigten. Koch laBt die Frage 
offen, ob die Symbionten Nahrstofflieferanten oder eine Vitaminquelle 
fur den tierischen Organismus sind. Das erste ist wenig wahrscheinlicb, 
da keine Verdauung der Pilze nachweisbar ist. Das zweite erscheint 
zunachst fraglich, da man doch annehmen sollte, daB gerade die omnivore 
Sitodrepa geniigend Vitamine mit der Nahrung aufnimmt. Dagegen 
berichten Bwchner (1932/33) und Aschner und Ries (1933), daB nach 
Koch bei dem ebenfalls omnivoren Oryzaephilus surinamensis nach 
S3mbiontenverlust keine Ausfallserscheinungen auftreten. 
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c. 

Nachdem es also nicht gelungen ist nachzuweisen, daB den Blind- 
sackbewohnern einc Bedeiitung fiir den tierischen Stoffwechsel zu- 
kommt, und die Pilzc fiir die Tiere nicht lebensnotwendig zu sein 
scheinen, ein gegenseitiger Nutzcn im Sinne oiner Syrabiose also nicht 
vorliegt, bleibt die Moglichkeit, die Symbiontcn als erbliche Parasiten 
zu betrachten, die mit groBer RegelmaBigkoit von Generation zu 
Generation iibertragen werden. 


Da sich zwischen Symbiose und Parasitismus keinc scharfe Grenze 
ziehen laBt, ist diose Entschcudung auBerst schwer zu treffen. Bei 

Symbiosen scheint ja 
JL haufig ciner dor Partner 

Ubergewicht zu 

r erlangen und zum 

Parasiten zu werden. 
SchuHirtz (1932) hat bei 
h J Lecaniinen in alteren 

^ Tieren eine iibermaBig 

I )' j [ Starke Vermehrung der 

/ */ 1 ') Symbionten beobachtet. 

\\ Durch die Blindsack- 

\ ) J VO )*'( organismen hervorge- 

rufenoSchadigungenhat 
( ] f \ f ' S jedoch bei Ano- 

lid I f hiid^.n und Cerambyciden 

II ) \ I I ( / bisher nicht festgestellt. 

Abi). 31 . Bei Larven von 

Vordere Darmabschnitte von Jfha(/ivm btfatfciatwn-hH.r\en JRhdgiuw-Artf^n sind die 
mit verschieden grofien Blindsftcken. Larvou a bis c 25 mm, -r>T i .. i i i 

d bis g 15 bis 18 mm lang. Die Larven warden am Blindsacke sehr ungleicll 

12. Mai 1931 aus demselben Baumstumpf gosammell. entwickelt Kififer (19^2) 

land bei Rhdgium inqui- 
sitor neben deni Normaltyj), mit kleinen durch Abstande getrennten 
Blindsacken, Larven mit sehr groBen Darmorganen, die als trail bige 
Sacke den Barm umschlossen, etwa in der Weise wie bei Leptura. 
Ahnliche Beobachtungen machte ich bei Larven von Rhagium 
bifasciatum (Abb. 31). Auch hier waren die Untersehiede in der GrdBe 
der Barmanhange sehr auffallig. Tiere mit „hypertrophierten“ Blind- 
sacken traten ausschlieBlich im Friihjahr auf. Biese Vorkommnisse 
erweeken den Anschein, daB unter bestimmten Umstanden in be- 
stimmt disponierten Larven die Symbionten ihre Rprossungstatigkeit 
wesentlich steigem und die Blindsacke zu libermaBiger Entwicklung 
anregen. 
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Dnrch die Annahme eines erblichen Parasitismus wiirdeii die 
zweckmaUigen, symbiontischen Einrichtungen unverstandlich werden. 
Man konnte sich allerdings die Entstehung der Blindsacke als eine Art 
Gallenbildung denken (Ripper). Von BiLchTier wurde nachgewiesen, 
daB bei Junglarven von Anohiiden erst diirch Eindringen dor Helen 
ins Darmepithel die Zellen zur Bildung der Aussackungen angeregt 
werden. Dagegen berichtet Breitsprecher von jungen Sitodrepa-lt&Tven, 
deren Infektion in der Begel in der ersten Woche stattfindet, daB sich 
das Einwandern der Pilze ins Darmepithel in manchen Fallen um 
2 bis 3 Wochen verzogert hat. Bei diesen spat infizierten Tieren bildeten 
sich vor der Einwanderung der Hefe im vorderen Teile des Mitteldarmes 
kleine Ausbuchtungen, di<‘ manchmal das Aussehen richtiger Blindsacke 
annahmen. Die Zellen dieser Bildungen hatten einen Stabchensaum, 
wie er fiir ,, sterile “ Zellen typisch ist, der erst mit der Infektion ver- 
schwand. Breitsprecher gibt zwei Erklarungen fiir diese Erscheinung: 
entweder besaBen die symbiontenfreien Vorfahren von Sitodrepa auch 
schon Darmblindsacke, odei die erst durch die Symbiose erzeugten 
Anhangsorgane sind schon erblieher Besitz des Tieres geworden. Doch 
sind wir hier nnr aiif Vermutungen angewiesen. 

Buchner 9^ Hauptargument fiir die ZweckmaBigkeit der Anobiiden- 
nnd Symbiose ist das Vorhandensein der Ubertragungs- 

einriehtungen, die di(‘ Erhaltimg der Symbiose gewahrleisten sollen. 
Wenn die intersegmentalen Organe echte Symbioseeinrichtungen sind, 
d. h. sich erst untcT dem EinflnB der Symbiose gebildet haben, diirfen 
die symbiontenfreien rrmw^z/ridm-Arten keinc solchen Organe be- 
sitzcni. Das ist aber iiieht so; die Intersegmentalschlauche sind auch 
bei vielen symbiontenfrekm Arten zu finden, vielleieht bei alien. Buchner 
berichtet, daB in dies(m Fallen die intersegmentalen Einstulpungen, die 
immer ein Diiisenpolster tiagcn, maBig cntwickelt nnd hefefrei sind. 
Dies fiihrt zu dem SchluB, daB die fraglichen Schlauche keine urspriing- 
lichen Symbiontenorgane sind, sondern vielleieht nur Drusenorgane 
mit g(‘wissen sekretorisehen Funktionen, wenn man nicht annehmen 
will, daB die syrabiontenfnden Formeii erst sekundar ihre Symbiose 
verloren haben und jetzt allein auskommen, was die Symbiose ent- 
behrlich erscheimm lieBe. Es ware denkbar, daB die Helen, als die 
Symbiose entstand, die schlauchfdrmigen Organe am Darmscheiden- 
rohr vorfanden und sich dann darin ansiedeltcn. Was man von den 
Cerambyciden mit einiger Sicherheit sagen kann, wird damit fiir die 
Anobiiden wahrscheinlich, da die beiden Familien beziiglich ihrer 
symbiontischen Einrichtungen weitgehend ubereinstimmen. 

In diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung, wie die Fiillung 
der Intersegmentalschlauche vor sich geht. Breitsprecher denkt sich 
bei den Anobiiden den Vorgang so; Die beim jungen Imago roichlich 
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ins Darmlumen ausgetretenen Hefen gelangen durch den Darxnkanal 
in den Scheidenraum; dann werden durch peristaltische Kontraktionen 
des Legeapparates die Zellen im Darmscheidenrohr emporgehoben, so 
daB schlieBlich einige Zellen in die Schlaucho gelangen. 

Es ist nicht notwendig, eine zweckhafte Mitwirkung des Tieres 
bei der Fiilhmg der Schlauche anziinehmen. Die normale Peristaltik 
diirfte goniigen, die Hefen an den Eingang dor Schl&uche zu bringen. 
Hier finden sie im Sekret Nahrung und vermehren sich intensive Es 
entsteht dann das BiJd der Beschmierdriise, die nun bei jeder Kontraktion 
Zellen ausstoBt. 

Eiir die t^bertragungseinrichtungen sind also beide Deutungen — 
zweckmaBige Einrichtung oder regelmaBige parasitische Bosiedelung 
schon vor der Symbiose vorhandener Organe — zulassig. 

Da eine ZweckmaBigkeit der Anobiiden- und Cemmftycfden- Symbiose 
nicht nachweisbar war, und auch die Deutung der Dbertragungseinrich- 
tungen als spezifische symbiontische Einrichtung nicht zwingend ist, 
ist eigentlich die Bczeichnung Symbiose im engercn Sinne nicht mehr 
zulassig. Ein offenkundiger Parasitismus liegt jodoch cbensowenig 
vor. Es scheint, daB ein Kampf zwischen Wirt und „Symbiont“ statt- 
findet ; gelegentliche Storungen des symbiontischen Gleichgewichts 
deuten darauf hin. In der dauemden AusstoBung von Symbionten aus 
den Mycetocyten diirfen wir vielleicht den regulicrenden EinfluB des 
Tieres erblicken. 

DaB praktisch niemals „sterile‘' Individuen innerhalb einer sym- 
biontenfuhrenden Art gofunden werden, ist kein Bcweis fur die 
Unentbehrlichkeit der Symbiose. Wir kennen eine ganze Reihe harm- 
loser Bewohner des Tierkdrpers, die auch mit groBcT RegelmaBigkeit 
auftreten, ohne daB dabei an eine Symbiose gedacht wird. 

Da wir jede Symbiose aus einer zufalligen parasitischen Besiedelung 
herleiten miisscn, ist es dcnkbar, daB die relativ junge Anobiiden- und 
Ceram by cidenSymhiose (Btcchner) sich in einem Dbergangsstadium 
zwischen reinem Parasitismus und Symbiose befindet. Koch hat in 
einer soeben erschienenen Arbeit (1933b) neue Versuche mit symbionten- 
freier Sitodrepa panicea mitgeteilt, deren Ergebnisse fiir eine Lieferung 
von Erganzungsstoffen durch die Symbionten zu sprechen scheinen*. 
Solange nicht auch bei den hier behandelten Arten durch Sprengung 
der Symbiose und Beobachtung von Ausfallerscheinungen das Gegenteil 
festgestellt ist, diirfen wir wohl annehmen, daB die Symbionten weit- 
gehend an den tierischen Organismus angepaBte Kommensalen sind, 
denen eine Aufgabe im Tierkorper nicht zukommt. 

^ Breitaprecher hat in den Tntersegmentalschlauchen von Sitodrepa 
reichlich Sprossungsstadien gefunden. — * Zusatz bei der Korrektur. 
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2, Die Siriciden-Syfnbioae. 

Unsere Kenntnisse iiber die iSincwten-Sjnnbioso sind so gering, 
daB sich iiber die physiologischen Verhaltnisse in der Symbiose kaum 
etwas aussagen laBt. 

Celluloseverdauung findct bei den Siriciden in dcrselben Weise 
statt wie bei Anobiiden und Cerambyciden. Ob allordings die Holz- 
verdauung durch tiereigeno Fermente crmoglicht wird, oder ob die 
symbiontischen Pilze die Cellulase produzieren, laBt sich noch nicht 
entscheiden. 

Da der Sircx-Vilz in Kultiir reine Cellulose als C- Quelle nicht ver- 
werten kann (Abachnitt III), ist es unwahrscheinlich, daB er fiir das 
Tier eiiie Hilfe bei der Celluloseverdauung darstellt. Dieses Ergebnis 
ist einigermaBen iiberraachend, da beim /S'lVeaj-Symbionten als Basidio- 
myceten am ehesten noch die Mdglichkeit beatand, daB er am CeUulose- 
abbau beteiligt ist. 

Buchner (1927) bringt die Siriciden mit den A/w6rosia-Zuchtern 
in Zusammenhang. Man kann indessen kaum annehmen, daB sich in 
dem engen, der Larve zur Verfijgung stehenden Raum ein Pilzrasen 
nach Art der Awbrosiapilze entwickelt. Es wurden auch niemals in 
den FraBgangen groBore Mycelien beobachtet, auch im Holz in der 
Nachbarachaft der Gauge finden sich hochstens vereinzelt Pilzfaden. 
Das Holz zeigt keinerlei Zersetzungserscheinungen, ist auch nicht 
verfarbt wie b(d den ubrigen Pilzziichtem. 

Dio vorliegonde Arbeit vurde in den Jahren 1931 und 1932 im Botani- 
Rchen Institut der Tochnischen BochKchnIo zn Karlsruhe ausgefiilirt. Herrn 
Piivatdozent Dr. W. 1^'chwartz Rag(» ich fiir die Cberlassung eines Arbeits- 
f)latze8 und fiir die Anregung und Forderung, die er mir zuteil werden liei3, 
meinen besten Dank. Ferner danke ieh Herrn Professor Di’. L. JosU 
Heidelberg, fiir das I’ego Interesse, das er meiner Arbeit ontgegenbrachte. 
Herrn Prof. Dr. Buchner, Breslau, bin ieh fur t’i)erlassung von Literatur 
zu Dank verpflichtet. 


Vni. Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Die Symbionten von Ernobius abietis und mollis, Rhagium 
bifasciatum, inquisitor und wordax, Leptura rubra und Sirex gigas 
konnten in Kultur genommen werden. 

2. Die Symbionten von Xestobium rufovillosum, Anobium striatum, 
Dendrobium pertinax und Oxymirus cursor erwiesen sich als nicht 
kultivierbar. 

3. Bei den Symbionten stimmten Kulturform und Sym- 

bioseform weitgehend iiberein. 
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4. Die Rha>gium-8ymhioiiten andern bei Kultur auf kiinstlichen 
Substraten ihre Form. Durch Kultur in der Lymphe lebendcr Insekten 
gelingt es, die Kulturform wieder in die Symbioseform iiberzufuhren. 

5. Die Symbionten der Anobiiden und Cerambyciden behalten 
auch in der Kultur ihren ZTe/e-Charakter bei. Es kommt hochstens 
zur Schlauchbildung und zur Entstehung von ,,SproBkonidien‘‘ an den 
Schlauchen. Da Sporenbildung fehlt, miissen die kultivierten Hefen 
vorerst zu den Psevdosaccharomyceten gestellt werden. 

6. Der 8ire.x~V\\z liegt in der Symbiose, soweit sie uns bekannt ist, 
in Oidienform vor. In Kultur bildet cr ein typisches Baaidiomyceten- 
Mycel. Fruchtkorper traten in der Kultur bis jetzt nicht auf. 

7. Priifung der Fermentbildung und des emahrungsphysiologischen 
Verhaltens ergaben bei den Reinkulturen der symbiontischen Hefen 
keinerlei Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein von Eigenschaften, die 
fiir die Ernahrung des Wirtes von Bedeutung sein konnten. Cellulose- 
abbau und Stickstoffbindung liefien sich nicht nachweisen. 

8. Der Symbiont gedoiht nicht mit Cellulose als einziger 

Kohlenstoffquelle. 

9. Bei den symbiontenfuhrenden Anobiiden und Cerambyciden 
lassen sich — soweit Priifungen vorgenommen werden konnten — im 
Darmlumcn Symbionten nachweisen, die vermutlich aus den Myceto- 
cyten stammen. 

10. Bei Ernobius und Leptura lieBon sich Symbiontenkulturen 
aus dem Darminhalt, teilweise auch aus dem FraBmehl gewinnen. 

11. In der Darmflora, FraBmchlflora und AuBenflora der Anobiiden 
und Cerambyciden fanden sich in der Hauptsache Hefen und griine 
Penicillien. 

12. Im Larvondarm der Cerambyciden gelingt der Nachweis eines 
collulosespaltenden Ferments. In den symbiontenfuhrenden Blind- 
sacken ist Cellulase jedoch hochstens in Spuren nachweisbar, wird 
also dort nicht erzeugt. Auch symbiontenfreie Arten enthalten Cellulase. 

13. Vergleichende Futterholz- und Kotanalysen erbrachten bei 
symbiontenfuhrenden und symbiontenfreien Arten ebenfalls den 
Nachweis, daB die Geriistsubstanzen des Holzes (auBer Lignin) ab- 
gebaut werden. 

14. Die Annahme Buchners, daB die Holzverdauung mit Hilfe 
der Symbionten durchgefiihrt wird, laBt sich fiir die Awbiiden und 
Cerambyciden nicht aufrecht erhalten. 

15. Die Deutung der Ubertragungseinrichtungen bei weiblichen 
Imagines (Pilzspritzen) als spezifische, in der Symbiose entstandene 
Organe ist nicht zwingend. 



Symbio8e von Tieren mit Pilzen und Bakterien. 


145 


16. Solange nicht bei steriler Aufzucht Storungserscheinungen 
beobachtet wordcn sind, ist man gezwungen, die Symbiose der holz- 
bewohnenden Anobiiden und Cerambyciden als sehr gemaBigten, regel- 
maBig vorhandenen erblichon Parasitismus zu betrachten. 

17. Eine Deutung der iS'mciden- Symbiose ist noch nicht moglich. 
Das Bestehen einer Pilzzucht wie bei den AmbroaiakiiiQra ist wenig 
wahrscheinlich. 
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A soil chamber as a method 
for the microscopic study of the soil microflora. 

By 

N. G. Cholodny (Kiew.) 

With 4 figures in the text. 

(Eingegangen am 12. September 1933.) 

1 . 

The new methods for studying soil bacteria, proposed not long 
ago by Winogradsky, and a series of excellent investigations on nitrogen- 
fixing, cellulose-decomposing, nitrifying and other soil microorganisms, 
published recently by the same author, begin doubtless a new era in 
the history of the soil microbiology. The best proof of the exceptional 
effectiveness of these methods is the fact, that they enabled Wiru)grad8ky 
to discover a number of new species of soil bacteria, which were 
unknown till now despite their very distinct morphological and 
physiological characters. 

The new Winogradsky methods, designed for the isolation and study 
of definite physiological groups of soil microorganisms, are based on the 
same principle of elective culture, which was the base of old, now classical 
methods for accumulation, isolation and study of the soil microbes. The 
chief difference of the new technic consists in avoiding from the first liquid 
nutritive media as creating quite unnatural conditions for the population 
of typical well aerated soils. All the work from the moment of inoculating 
soil particles is conducted on solid plates. By this means not only is attained 
an approximation to the natural conditions, existing in soil, but also the 
long procedure of search and isolation of such microorganisms, as are of 
interest to the investigator, is simplified and abbreviated. 

Of great significance is also the s. c. “direct method” of the micro- 
scopic study of the bacteria in soil, proposed originally by Conn, further 
developed by Winogradsky and afterwards perfected by other investigators. 
This method gives us a pretty clear idea on the density and character of 
the microbial population of soil. However the writer has lately shown, 
that the “direct method”, owing to rather elaborate treatment of soil 
samples, mechanically divided in separate phases, alters considerably the 
natural physiognomy of the soil microflora, destroying its specific bio- 
coenoses (Cholodny 1930). 

Therefore the writer proposed in the same work as a supplement to 
the direct method of soil bacterioscopy the new technic of “soil slides”, 
which consists in making a vertical incision in the soil and firmly inserting 
therein a clean object slide. The soil solution covers soon the surface of 
the buried slide; different colloid particles adhere to it and successively 
there develo]:)8 a ipore or less abundant microflora, consisting of micro- 
organisms, characteristic for the soil \mder investigation. After 7 — 14 days 
the slide is carefully taken out, so as not to disturb the thin film covering 
its surface and containing microbes ; then it is dried, fixed and stained with 
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phenolic c^rythrosin. The ])re])ai*ation obtained represents rather well and 
completely the variety of organisms, inhabiting the soil under investigation, 
their natural distribution, the characteristic colony formations, ])redoniinaiit 
gioui>s, some of their mutual relations etc. An important aj)])lication of 
this method is also in studying the effe^ct of the addition of different minei-al 
and organic substances and of other soil treatment upon the microflora, 
'^rhe method of buried slides can undoubtedly help us by many investigations 
on soil microbiology. The value of it is now recognized by some prominent 
bacteriologists {liippel 1932, 1932, Demcter 1933). 

It is hardly nocc'Hsary to state, that the method of soil slides in 
no way pretimds to supersede other bacterioscopic methods, parti- 
cularly thos(* designed for counting microorganisms, though attempts 
wert^ made to use it also for this jmrpose (Rossi 1933). The most essential 
defect of the soil slide procedure consists, howev(T, not therein, that 
it is little adapted foT‘ (juantitative investigations. The criticism can 
])(‘ rais(*d against this technic that it only for a short moment lifts 
tlu‘ curtain, which covers the mysterious life of soil microorganisms, 
and that pre])arations, obtained by this method, are, so to say. 
m(‘ri‘i> instant jihotographs, giving (‘xact but immovable pictures of 
microbial life in a c(n tain moment of its developmcmt. In other words 
th(‘ method of binic'd slides, as also all bacterioscojiic methods known 
u]) to now. do not enable us to perform conthiuous observations on the 
life of soil microflora, to study directly under the microscope manifold 
manif(*stations of its complex dynamii’s, noting step by ste]) various 
phenomtnia, du(‘ to moviniKuits of microorganisms, their pro])agation, 
devc'lopinent, gradual inctabiotic superseding of morjihologically diffe- 
rent forms etc. 

ITndoubtedly, had we discovered a method to perform such conti- 
nuous and syst(‘matical observations on the soil rnicroflora (and micro- 
fauna) in its livi^ condition, it would be much more valuable for studying 
tlu* soil life, than tlu' method of buried slides. Of course, its value 
would be still greater, would it make jiossible to isolate any one or som(‘ 
soil microorganisms by choi(*e and to transfm- them as pure' cultures 
on nutritive media for further observations and physiological experiments. 

(\)nsidering all this, the writen* tried to work out a method, that 
would fulfill, at least partly, the above mentioned conditions. The 
starting point of these attem})ts were some observations, made on s(3il 
slides under the microscoj)e. As it has been already stated in the previous 
work (Cholodny 1930), the microorganisms are very unevenly distri butt'd 
on the surface of these slides. A large number of them is concentratt'd 
in the soil conglomerates, i. e. small bits of soil, adhering to the glass 
and consisting of various mineral and organic remains, cemented by 
swollen colloid substances. These microorganisms are, of course, but 
little accessible to microscopic investigation. Another, no less con- 
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siderable part of microbial population of the slide is distributed on its 
clean surface at comparatively small distances to the soil particles, 
forming colonies of different shape and size. These are mostly bacteria. 
Still further grow fungi (and partly actmornyceles), whose hyphae often 
cross large parts of the* slide surface, free from other microorganisms. 
These hyphae especially after their dying off, serve as highways for 
bacteria, which invade by this means larger and larger areas of the 
previously sterile territory. 

It is clear, that the clean, i. e. free from soil particles surface of 
the glass, gradually taken by different soil microorganisms, corre- 
sponds to small hollows, i. e. such places, where the particles of soil 
do not lie close to the slide surface. 

Therefore a number of microorganisms can, evidently, live and 
propagate inside these small soil hollows, using glass as a substratum, 
which, owing to its smooth surface, presents the least resistance* to the 
growth of fungal hyphae and bacterial colonies, to the movement of 
Protozoa etc. The water, which constantly covers the surface of the* 
slide, buried in soil, considerably facilitates these* phenomena. Different 
substances, contained in soil, diffuse in this wate*r and are a source* of 
nutrition for most microorganisms inhabiting the hollows. 

Now let us assume, that instead of a great quantity of soil, in which 
the object slide is buried, we have a comparatively small quantity of 
it, distributed as a thin layer of equal thickness between the object 
and cover slides. In this layer there may haj)pe*n small hollows ne*ar the 
surface of both slides. Let us further assume, that one of these* hollows 
has a depth equal to the thickness of the whole soil layer, from the* 
cover -to the object glass. We should have then a small moist chamber 
in the soil. When illuminating it through the object glass we could 
observe through the cover slide the organisms, which develop inside. 
Such a transparent soil camera can be, of course, ])r(* pared also by 
artificial means. 

This is in short the idea of the soil chamber, on which is l)ased 
the method described in this article. 


II. 

In order to obtain preparations with soil chambers of definite 
standard size, sufficient for observing both slowly growing bacteria and 
rapidly propagating fungi the writer constructed a small apparatus — 
a soil press (fig. 1 and 2). When using this apparatus some slight 
constructive defects were discovered therein, which, however, can b(* 
easily remedied. They will be noted further. 
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The most essential ])art of this apparatus is a 3 mm thick cylindrical 
bar A, made as the rest of tlie apparatus of nickel plated cop])er. This bar 
is broadened at the base and forms here a cylindrical disc 7^, which has 
4 mm in diamott^r and 1 mm in hei^?ht. On the bar A can be moved a 
solid s(|uare ])late C (18 mm ^ IS mm) firmly adhering to it and which can 
be fixed immovably in 
any point of the bar A 
with the screw D. The 
bar A can also be moved 
111 the vertical direction 
and may be fixed in any 
lio&ition by means of the 
screw E. Other imrts of 
the a])])aratus are a stand, 
consisting of the table F 
(size 12 cm * 6 cm) with 
two claiujis, the solid 
column G and the immo- 
vably fixed liolder77 with 
a muff, 111 which th(' 
bai A moves up and 
down. Those three ])arts 
{F, (uH) can, if ne(*essarv , 
be taken apart. Tlie 
bur A can also be easily 
removed from the muff. !*'**?• b 

For this purpose the 

column 6\ which is coniu'cted with the table F by mean.s of a screwnut, 
mu.st lie turned at a certain angle. In such a way all the a])paratus can 
be taken to pieces. 




Fig. 2. 


If we wisli to make a prepaiation with a soil camera, we place an ob- 
j(^ct glass on the table F so, that its centre is opposite to the bar A, and 
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fix it with the clamps. Then we lower the bar A and, firmly pressing it 
to the surface of the glass, fix it immovably with the screw E. The bar A 
must be orientated beforehand strictly normally to the table in order to 
leave no free space between the surfaces of the glass and of the disc B 
after pressing down the bar. Then we lower also the plate C7, setting its 
edges parallel to the edges of the object slide, press it firmly to the disc B 
and fix it with the screw D. 

When all these manipulations are accompli-^hed, a free slitlike space 
about 1 mm in height remains between the bottom surface of the plate C 
and the upjw surface of the object glass. The middle of this slit is occupied 
by the disc B, The free space must be now filled with soil. 

For this purpose we place on the plate C the metal fork, depicted on 
fig. 3. The distance between its prongs is 18 mm, i. e. corresponds 
exactly to the breadth of the plate C. Each prong, as 
well as the connecting ])art, are 2,5 mm thick, so that 
the slit between the plate C and the object slide is now 
completely shut on three sides by metal walls. The 
fourth one remains open, and here soil is introduced 
(s. fig. 2). 

The previously sifted soil must be moderately 
moist so that its particles cling easily together, without 
forming, however, semilicjuid mud. To insert the soil 
it is best to use a thin spatula of whale bone or 
other similar material, slightly narrowed at one end. 
Wlien })ushing in the soil, it must l)e gradually 
slightly pressed. When a sufficient (juantity is inserted 
and the soil shows marked resistance to the spatula, 
pushed in the slit, the iork is taken off and laid again so, that another 
side of the slit is o|3en. A new (juantity of soil is inserted and pressed 
in. The fork is once more removed and suiHu posed in a new j)osition, the 
same ojwation of inserting soil being ])erformed on the third and fourth 
sides. Superfluous soil is removed from the object glass. 

In this way all the sjiace between the object slide and the plate C\ 
except tlie middle f)art, occu])ied by the disc B. is filled with slightly ])ressed 




Fig. 4 . 

soil. Now we imscrew D and carefully lift the plate O. If the soil has formed 
a firm enough layer with a smooth upper surface, we unscrew E and lift 
the bar A. Instead of the disc B there now remains inside the soil layer 
a round hollow 4 nim in diameter. Not letting the soil get dry, we lay 
immediately on its surface a clean cover glass (18 mm y 18 mm), passed 
through the flame, press it slightly down, and the preparation is ready; 
such a one is depicted on fig. 4. 
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K^ady preparations are kept at room temperature in a dark space, 
eattvated with water-vapour. 

When carefully operating, the apparatus described yields quite satis- 
factory results. H, however, working with the spatula, we press it in too 
hard, the bar A bends slightly, causing thereby a certain nitration in the 
stope and sise of the soil chamber. To avoid this, it s3 advisable to press 
firmly the fork, when filling with soil the space under the plate C. This 
defect could be also avoided or, at least, considerably diminished, if we 
should reduce the distance between the horizontal holder H and the 
table -F to 4 cm (instead of 6 cm in the model, used by the writer). In- 
creasing the diameter of the bar would bring about the seune resulto, but 
it is not desirable, for it would also increase the size of the soil chamber 
and lessen the quantity of the soil under investigation, which would hardly 
be conformable to the aim, if we use cover glasses 18 x 18zmn. 

Of course, it would be also advantageous to employ instead of nickel 
plated copper some stronger material, such as non-rusting steel. This 
concerns however only the most important and working parts, viz. the 
bar A and the plate C. 

m. 

In this paper the writer intends to give only the short description 
of the method and of the first observations on the development of 
microorganisms in soil chambers. A more detailed description of these 
observations and experimental data, obtained by means of the new 
technic, shall be given later in another article. 

In a just prepared soil chamber the microscope will, of course, 
show no microorganisms on the inner side of the cover glass. The first 
pioneers, that invade this free space m the soils, used for preparations 
(forest soils of the environs of Kiev), are Fungi. Their hyphae, pene- 
trating from the soil into the chamber, grow there rapidly, adhering 
to the surface of the glass, and produce different fructifications. Thus 
the determination of these organisms presents mostly no difficulties. 

After the fungi appear Bacteria^ at first only in the peripheric parts 
of the camera, near the soil particles, that cover here the surface of the 
glass. The bacteria spread beyond the limits of soil conglomerates on 
the parts nearer to the centre of the cover slide in different ways. The 
most common is, to all appearance, the formation of a voluminous colloid 
mass, produced by the baoteria themselves. The secretion of a strongly 
swelling gel by the cells or, which is more likely, the sliming of the outer 
layers of their membranes is, evidently, a phenomenon quite common 
among the soil bacteria. As the quantity of the gel produced frequently 
exceeds many times the volume of the cells, the movement of tiiese at 
marked distances takes place, as a result of the pressure ot th^ secreted 
and swollen slime. So a slimy ring is soon formed on the periphery of 
the chamber, near the soil layer. This ring contains a great number of 
various bacteria and also unorganized partides, mechanically taken 
up by the colloid substance, when penetrating from the region of soil 
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conglomerates by the line of least resistance to the centre of the 
chamber. 

In this peripheric zone soon come forward colonies of certain 
microorganisms that are able to propagate rapidly under existing 
conditions. The writer could easily find out many forms already known 
to him and observed before when studying the same soils by means of 
the buried slides. 

Frequently also had been observed the spreading of bacteria beyond 
the peripheric slime zone towards the centre of the chamber. This is 
possible owing to the droplets of water, condensed on the surface of the 
glass. These droplets come sometimes in immediate contact with the 
swollen colloid substance of the slime zone, thus opening a way at first for 
the motile forms, which are observed in each preparation. Then the 
non-motile bacteria also gradually mvade the droplets, brought here 
by streams of water, which are produced by capillar forces, changes of 
temperature, probably also by electric, osmotic and other phenomena. 

The observations on the microorganisms of soil chambers also con- 
firmed the conclusion the writer had drawn before when studying the 
soil slides: the fungal hyphae seem to play an eminent role in the 
spreading of bacteria in soil. Always surrounded with a more or less 
thick sheath of water, these hyphae, especially the dead ones, evidently 
secrete in the surrounding water various organic substances, which 
attract a great many bacteria and enable them to spread rapidly further. 

Besides bacteria different other microorganisms invade the soil 
chamber: numerous Amoebae, hunting for bacteria, are often observed, 
sometimes also Flagellates, Kather early appear Actinomycetes. Some 
of them seem to move actively and crawl from one place to 
another. The formation of spores by these microorganisms is exceedingly 
well seen. Seldom can be found Algae, especially if the preparation was 
exposed some time to the light. 

Of considerable interest are observations on soils to which different 
organic substances were added. Thus the addition of mannite to 
investigated forest soils caused a luxuriant growth of various fungi, 
which failed to appear under other conditions. If peptone was added, 
a sudden abundant development of large lively moving bacilli was 
observed, which temporarily took the upper hand on all other micro- 
organisms. As it is known, Winogradsky has already stated before, 
that under the influence of sudden cheimcal changes the biological 
equilibrium in the soils is also disturbed and various alterations of the 
primordial (autochtonous) microflora are observed. 

These fust experiments show that the soil chambers can be used 
for studying the connection between the chemistry of the soil and its 
microflora. 
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There is hardly need to state^ that the preparations with soil 
chambers can be kept under different conditions as to the temperature, 
light, moisture, chemical constituents of air etc. Thus the influence of all 
these factors upon the microflora can be studied. It is clear, that the 
technic proposed here enables us to make much wider and more manifold 
experiments than the method of buried slides. 

As in the soil chambers many colonies and separate bacteria cells 
lie on the glass singly, more or less far from other ones, it will scarcely 
be difficult, when using the contemporary technic, to isolate them 
and inoculate in various sterilized nutritive media for further investiga- 
tions. For this purpose it would be at first necessary to remove the 
cover glass from the soil layer and to fix it then over a moist chamber 
of the usual type, in which could be inserted microneedles or micro- 
pipettes of a micromanipulator. The employing of simpler methods 
(e. g. of an usual bacteriological needle with a '‘bacterial harpoon*’ etc.) 
is not excepted, especially for isolating fungal spores and larger micro- 
organisms. This side of the new method however is not yet worked 
out by the writer. 

In conclusion it must be stated, that the optical conditions for in- 
vestigating microorganisms in soil chambers of the type proposed are 
quite good and allow to use not only dry systems but also the strongest 
immersion objectives. Removing immersion oil from the cover glass 
after the investigation presents no difficulties, for the cover slide mostly 
adheres pretty firmly to the smooth surface of the damp soil layer. 
Therefore careful wiping with a benzin soaked rug does not move the glass 
and causes no harm to the microorgamsms that cover its inner surface. 

If the investigator after studying the microbes of the soil chamber 
m a live condition wishes to observe them fixed and stained, the cover 
glass must be carefully removed and treated in the usual way. 

The strong point of the new method described above is un- 
doubtedly its considerable simplicity, which enables us to employ it 
(except the procedure of isolating pure cultures) even in primitively 
furnished laboratories of the field type 

All said above allows, in the writer’s opinion, to expect, that the 
method of soil chambers will be of use, when investigating the micro- 
organisms of the soil, and will present a valuable supplement to the 
other methods generally accepted in soil microbiology. 

Summary. 

1. The study of the s. c. soil slides {Cholodny 1930) shows, that a 
considerable number of soil microorganisms can develop on the surface 
of the clean glass inside small hollows, which are formed in many parts 



156 K. a Oholodiiy. 

of the slide, because in some places the soil does not adhere closely 
to the glass. 

2. From this observation arose the idea, that soil microorganisms 
can be studied in their natural habitat and in natural conditions, when 
cultivated in small transparent hollows, soil chambers. 

3. To get preparations of soil with transparent chambers adapted 
for microscopic investigations, the writer constructed an apparatus, 
the soil press, described in this paper. 

4 A ready preparation with a soil chamber presents an uniformly 
thick (about 1 mm) la 5 rer of the moist soil, placed between an object- 
and a cover-slide. In the middle part of this layer is a cylindric hollow 
(about 4 mm in diameter), which serves for microscopic study of the 
soil microorganisms. 

5. Various soil microorganisms (Bacteria, Fungi, cuiiinomycetea, 
^protozoa) develop inside such chambers on the clean surface of the 
cover glass, partly in a narrow peripheric zone, immediately near the 
particles of soil, that form the walls of the chamber, partly on the 
portions of the glass, nearer to its centre. 

6. By means of the method of soil chambers can be performed 
contmuous observations on different soil microorganisms “in vivo^^ 
m natural conditions, and the influence of soil treatment on the micro- 
flora can also be studied experimentally. It may be possible to isolate 
some microorgamsms and transfer them on sterilized nutritive media 
for further mvestigations. 

7 The method proposed can present a valuable supplement to 
other methods generally employed in soil microbiology 
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Hochsotiule KAiteruhe.) 

Das Wachstum Ton SeUmmelpiizen 
taf gekflhltem Fleiseh bel rembiedeiieii Luftzaatftndan*. 

Von 

W. SehTrartz und 6. Kaefi. 

Mit 10 Abbildungen im Text und auf Tafel I. 

(Eingegangm cm 12, Oktoher 1933,) 

I. Einleitnug. 

Luftanalysen in Schlachthausem, Kuhl- und Gefrierraumen haben 
^rgeben, dafi neben ^akterien auch Konidien und Sporen von Filzen 
vorfSiuden sind, die, ebenso wie die Bakterien, als Schadlinge auf dem 
BWech'auftreten. 

Da die Bakterien im allgemeinen auf stickstoffreichen Substraten am 
b^ten gedeihen, bietet ihnen das Fleisch gunstige Lebensbedingungen. 

die sofort nach der Schlaohtung auf die FleischoberH&ohe gelangen, 
treffen auf einen pn-Wert, der oberhalb 7,1 liegt. Erst im Verlauf der 
axitolytisch bedingten Reifeprozesse wird die Reaktion schwaoh sauer 
(Raetnusatm, 1931). Auoh unter diesen Bedingungen finden zahbreiche 
fleichzerstorende Bakterien noeh hinreiohende Entwieklungsmogliehkeiten 
(BidauUy 1923). 

Bei Mischinfektionen hangt es in erster Linie von den Feuohtig^its- 
verh&ltnissen an der Fleischoberfl&che, in zweiter Linie auch vom gegen- 
seitigen Verbkltnis der Bakterien und Pilzkeime bei der Frimarinfektion 
ab, ob BahUrien oder Pilze bei der Besiedelung und Zerstorung des Fleisches 
vorherrschen. Bakterien sind auf Substraten, an deren OberfliK^he eine 
relative Luftfeuchtigkeit von weniger als 99 bis 100% herrscht, bereits 
gehemmt und stellen, von seltenen Ausnahmen abgesehen, bei 96 % relativer 
Feuchtigkeit ihre Entwicklung ein. Wir treffen auf Schimmelpilzinfektionen 
also namentlioh dann, wenn z. B. bei lingerer Lagerung der osmotisohe 
Druck und der Quellungsdruck an der Fleischoberflfiche iiber einen Betrag 
von 62 Atm. steigen (vgl. WaU&r^ 1931). 

Mit der BeStimmung der einzelnen auf Fleisch vorkommenden Arten 
hat sich BidauU (1923) beschidtigt. Er hat festgestellt, daB die Zusammen- 
setzung der Flora in den KiihlhiiuBem und auch in den einzelnen Kuhl- 
r&umen weohselt und besonders von den Lagerbedingungen abhIuQgt. 
Der HIbufigkeit nach geordnet, fanden sich auf Gefrierf leisch : ChaetoHylum 
Freaenii van Tieghem^ Thanmid4um degana Lmky PemcUlium cruataoeum 
Frieat P, gUmoum Lirik, Cladoaporium herbarum Link, Styaanua akaffhankia 
Peraoon und BokyHa apee, Micheli, Die Oberfl&che vaa aufgetaut^ 
Ftoisch ’weist Arten auf wie Mucor racemoaua Freaenina, M, apinoana van 
Tieghem, M, mmdo lAtwU, M, puaiUua Link, Fast gleichzeitig haben 

^ Die Arbeit wurde finanziell unterstiitzt durob den wissensobaftlicbea 
Beirat dea V. D. 1., wofiir auch an dieeer Stelle gedankt sei. 

Azohlr fllr IfikroMolQgie. Bd. 6. ii 
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of the slide, because in some places the soil does not adhere closely 
to the glass. 

2. From this observation arose the idea, that soil microorganisms 
can be studied in their natural habitat and in natural conditions, wiien 
cultivated in small transparent hollows, soil chambers. 

3. To get preparations of soil with transparent chambers adapted 
for microscopic investigations, the writer constructed an apparatus, 
the soil press, described in this paper. 

4. A ready preparation with a soil chamber presents an uniformly 
thick (about 1mm) layer of the moist soil, placed between an object- 
and a cover-slide. In the middle part of this layer is a cylindric hollow 
(about 4 mm in diameter), which serves for microscopic study of the 
soil microorganisms. 

5. Various soil microorganisms (Bdcteriat Fungi, actinomycetes, 
protozoa) develop inside such chambers on the clean surface of the 
cover glass, partly in a narrow peripheric zone, immediately near the 
particles of soil, that form the walls of the chamber, partly on the 
portions of the glass, nearer to its centre. 

6. By means of the method of soil chambers can be performed 
continuous observations on different soil microorganisms “in vivo’’, 
in natural conditions, and the influence of soil treatment on the micro- 
flora can also be studied experimentally. It may be possible to isolate 
some microorganisms and transfer them on sterilized nutritive media 
for further investigations. 

7. The method proposed can present a valuable supplement to 
other methods generally employed in soil microbiology. 
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Das Waehstum you Sehimmelpilzen 
anf gekfihltem Fleiseh bel yersehiedenen Laftznst&ndea’. 

Von 

W. Schwartz und G. KaeS. 

Mit 10 Abbildimgen im Text und auf Tafel I. 

(Eingegangen am 12, Oktoher 1933.) 

1. Einleitnug. 

Luftanalysen in Schlachthausem, Kuhl- und Gefrierraumen haben 
Qrgeben, dafi neben Bakterien auch Konidien und Sporen von Pilzen 
vorha^nden sind, die, ebenso wie die Bakterien, als Schadlinge auf dem 
Fleiseh auftreten. 

Da die Bakterien im allgemeinen auf stickstoffreichen Substratenam 
besten gedeihen, bietet ihnen das Fleiseh giinstige Lebensbedingungen. 
Keime, die sofort nach der Sclilachtung auf die Fleischoberfl&che gelangen, 
treffen auf einen pn-Wert, der oberhalb 7,1 liegt. Erst im Verlauf der 
autolytisch bedingten Reifeprozesse wird die Reaktion schwaoh sauer 
(Raamusson, 1931). Auoh imter diesen Bedingungen finden zahlreiche 
Beiebzerstdrende Bakterien noch hinreichende Entwicklungsmdglichkeiten 
(BidauUy 1923). 

Bei Mischinfektionen hangt es in erster Linie von den Feuchtigkeits- 
verh&ltnissen an der Fleischoberflaohe, in zweiter Linie auch vom gegen- 
seitigen Verhaltnis der Bakterien imd Pilzkeime bei der Frimarinfektion 
ab, ob Bakterien oder Pilze bei der Besiedelung imd ZerstOrung des Fleisches 
vorherrschen. Bakterien sind auf Substraten, an deren Oberfl&che eine 
relative Luftfeuchtigkeit von weniger als 99 bis 100% herrscht, bereits 
gehemmt und stellen, von seltenen Ausnahmen abgesehen, bei 96 relativer 
Feuchtigkeit ihre Entwicklung ein. Wir treffen auf Schimmelpilzinfektionen 
also namentlich dann, wenn z. B. bei l&ngerer Lagerung der osmotische 
Druck und der Quellungsdruck an der Fkfischoberfl&che iiber einen Betrag 
von 52 Atm. steigen (vgl. Walter^ 1931). 

Mit der Bestimmung der einzelnen auf Fleiseh vorkommenden Arten 
hat sioh BidanU (1923) besoh&ftigt. Er hat festgestellt, daB die Zusammen- 
setzung der Flora in den Kiihlh&usem imd auch in den einzelnen Kiihl- 
r&umen wechselt und besonders von den Lagerb6dingungen abh&ngt. 
Der H&uf igkeit nach geordnet, fanden sioh auf Gefrierfleisch : Chaetostylum 
Freeenii van Tieghem, Thamnidium elegans Lifik^ PenicUlvum crustacenm 
Friest P. glaucum Link, Cladoeporium herbarum Link, Styaanue stepionitia 
Peraoon und Botrytia apee. Michdi, Die Oberfl&che von aufgetautem 
Fleiaoh weist Arten auf wie Mucor racemoaua Freaeniua, M. apinoaua van 
Tieghem, M, mticedo Lirmi, M. puaiUna Link, Fast gleiohzeitig haben 

^ Die Arbeit wurde finanziell unterstiitzt duroh den wissenschaftlichen 
Beirat dee V. D. I., wofiar auoh an dieser Stelle gedankt sei. 
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ordentlich gleichmlUSiger Verlauf der Temperatur; vor allem fehlt ein 
Abfall derselben durch n&chtliche Abkiihliuig. Der Feuchtigkeitagehalt 
ist infolge der groiBei;! Luftruhe verMltnism&Big hoch ; nur durch die Fdhn- 
wirkung absteigender Luftstrdmimgen kann eine st&rkere Austrocknung • 
eintreten. Auch im Boden sind die Temperaturschwaukungen gering und 
erreichen nur bei Anderung des allgemeinen Witterungscharakters hohere 
Werte. 

Die Vegetation besteht aus einer jS^rtcaheide mit Ilex^ B&rgahom und 
iCrumm^ok^biischen. Um die Station findet sich lichter Mischwald aus 
Fichte, Tarme und Rotfdhre, Vorherrschend sind PimpineUa magna. Erica 
camea imd Scabiosa alpeatria; femer wachsen hier die tropischen Familien 
angehdrenden Moose Hookeria und BrothereUa. 

Die Station Noa ist auQerordentlich arm an standigen tierischen Be- 
wohnern. Im Rohhiunua Oribatiden und Collembolen. 

V. Finstergstaud (1110m) (Fd), 

Schwacher Querriegel in steil abfallendem Tal ; der Untergrund besteht 
aus Dolomit imd KaJk. Durch die im SO und W liberragenden Wtode 
sowie- durch Baumwuchs (Ftc/ffenbestand) beschattet; Exposition nur gegen 
NW. Daher Temperaturschwankimgen sehr gering, vor allem im Boden. 
Infolge der windgeschiitzten Lage andert sich auch der Feuchtigkeits- 
gehalt nur wenig. 

Hochgrasige Wiese mit Hochstauden, wie ISenecio juchaii und viol 
Trolliua europaeua; in der Umgebung Fichtenwa\d, 

VI. Gstettneralm (1270m) (Qm), 

In das Plateau oingesenkte Doline auf Dachsteinkalk, allseits von 
wesentlich iiberhohenden Haugen umgeben, mit einem Grunddurchmesser 
von etwa 260 m ; neben der Station ein Tiimpel. Am Grunde der Doline 
bei sch6nem Wetter auJ3erordentlich staike Temperaturschwankung mit 
Absinken bis zu einem nachtlichen Minimum. Die relative Feuchtigkeit 
macht die gegeniaufigen Schwankungen durch, allerdings mit einer langeren 
Auadauer voller Sattigung in der Nacht. Diese extremen Verhaltnisse 
warden ganz wesentlich gefbrdert durch die windgeschiitzte Lage. Starkere 
Temperaturschwaukungen der Bodenoberflache finden sich an den nicht 
durch Pflanzenwuchs gescliiitzten Stellen, wenn auch wesentlich geringer 
als bei Meiaterau, 

Auf der sehr kurzrasigen Almweide ist unter anderem Rumex alpinua 
anzutreffen, an den Wanden der Doline Krummholz, erst weiter oben 
Fichtm, 

Zum standigen Tierbestand gehoren wonige Arten, die kalteresistent sind. 

VII. Meisterau (1530m) (Mu), 

Schwach gegen S und SW geneigte AJmwiese am h6chsten Punkt 
eines Plateaus mit einzelnen Steinen imd niedrigen Fichten; ndrdlich der 
Station ein Tiimpel. Die vollkommen freie Lage bedingt geringe tagliche 
Schwankungen der Lufttemperatur imd infolge der gi’oBen Windgeschwindig* 
keit starkere Austrocknung des Bodens. Bei Anderungen des allgemeinen 
Witterungscharakters, z. B. bei Kalteeinbriichen, folgt die Temperatur 
rcuach. Auch tritt bei schlechtem Wetter, vor allem bei Nebel, voUstandige 
sattigung der Luft mit Wasserdampf ein; hingegen kann die relative 
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Walter (1931) hat das Verhalten einer Anzahl von Mikroorgankmen 
gegeniiber verschiedenen relativen Feuchtigkeiten im hangenden Tropfen 
(Wiirze Oder Hefewassergelatine) iiber Schwefelsaure-Wasser-Geinischen 
untersucht und drei Gruppen von Organismen unterschieden : Ghiippe I 
zeigt zwischen 95 und 100% relativer Feuchtigkeit gleiche Wachstums- 
intensitat und fallt von einer Feuchtigkeit von 95 % an bis ztir Wachstums- 
grenze bei 85 %. Hierher gehoren die Gattungen Penicillium und AspergiUms. 
Gleichen Charakter weisen die Vertreter der Gruppe II auf (Rhizopua, 
Phy corny cea^ Hef€n)y jedoch beginnt der Abfall wesentlich friiher. Die 
meisten Bakterien sowie einige feuchtigkeitsliebende Pilze gehbren zur 
Grupjje III, bei der die Abnahme der Wachstuinsintensitat unmittelbar 
unterhalb einer Feuchtigkeit von 100% einsetzt. 

Tomkins (1928, 1 929) hat l>ei einer grofien Anzahl von Pilzen (AUernaria 
citriy Trichoderma lignorumy CoUetotrichum gloeoaporioidea, Botrytia cinereay 
Penicillium digitatum usw.) auBer der relativen Feuchtigkeit der Luft 
auch die Temperatur geandert. Seine Vorsuchsanordnung bostand dariti, 
daB Konidien ohne Zufuhr von Nahrstoffen bei verschiedenen Feuchtig- 
keiten umi Temperaturen auf Glas])latten keimten oder Nahragar, auf 
Glasplatten qingetrocknet, mit Konidien l)eimi)ft und den verschiedenen 
Versuchsbedingimgen ausgosetzt wurde. In anderen Versuchen war bei 
konstanter Luft feuchtigkeit der Wassergohalt des Substrats abgestuft. 
Als MaBstab dienten die Keiinzeit und die Wachstiunsgeschwindigkeit, 
gomessen an der Lange cier Keimsehlauche oder am Durchinesser dor 
Kolonien. 

Bei den Versuchen auf vorher ausgetrocknetein Nahragar {Dox* 
Agar) erreichte, von einigen Ausnahmen abgesehen, die Wachstmns- 
goschwindigkoit bei 100 relativer Luftfeuchtigkeit ihren hochsten Wert 
und nahm mit sinkender Feuchtigkeit ab. 

Bei Versuchen mit abgestuftem Wassorgehalt des N'ahragars nahm die 
Wachstiunsgeschwindigkeit z. B. bis zu einein Wassergehalt von etwa 
33 in „gesattigter“ Atmosphare und 40®,, hi trockener Atmosphare^ 
zu, \un dann bei hoheren Wassergohalten des Substrats allmahlich wieder 
zu sinken, und zwar ubei‘ ,,wasserdampfgesattigter“ Luft starker als iiber 
,, trockener (Versucli mit CoUetotrichum bei 25® (', 1928). Verglichen mit 
den Versuchen auf vorgetro(*knetem Agar und mit den Ergebnissen 
W alterity schoint liier oin Widerspruch zu bestohen, der noch der Klarung 
bedarf. 

II. Fragestellung und Methoden. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, unter Verwendung von Rein- 
kulturon das Wachstum einiger auf Fleisch besonders haufiger Schimmel- 
pilze bei Temperaturen oberhalb 0® in dem fiir die Kuhltechnik wichtigen 
Feuchtigkeitsbereich bei ruhender Luft zu imtersuchon. 

Hcrkunjt und Artheatwimung der uriterauchten Pilze, 
Luftanalysen in den stadtischen Schlachthausern von Karlsruhe 
und Mannheim und die Untersuchung von angeschimmelten Fleisch- 
stiicken dienten zui* Orienticrung iibor die Zusammensetzung der 

^ Luft iiber Calciumchlorid getrocknet. 



160 


W. Schwartz u. U. JdAeli: 


Schimmelpilzflora in Kuhlhausem. Von den Bohkulturen wurden nach 
dem JTocAschen Verdunninagsverfahren Reinkulturen hergestellt. Unter 
etwa 20 isolierten St&mmen herrschten die Oattungen Mticor und 
Penicillium vor, wfthrend eine Aapergilltis-Ait nur in einem Fall auftrat. 
Vereinzelt fanden sich rosa Hefen. Ein Mucor und ein Penicillium 
waren besonders haufig und wurden auB diesem Qrunde fiir die 
Untersuchung ausgewahlt; ferner ein Schwarzepilz, dessen Vorkommen 
auch in der Literatur {Brooks und Kidd 1921, Berger 1912) des 
ofteren erwahnt wird, und schlieBlich ein von Dorrfleisch isolierter 
Vertreter der Gattung Acavlium. 

Die genaue Artbestimmung ergab : fiir daa Penicillium : P. flavo-glaucum 
Biourge Nr, 73* {Biourge, 1923, Thom^ 1030); fiir den Mucor: eine niedrige 
Form des M , racemosus Fresenius {Rabenhorat, 1892); fiir den Schwarze- 
pilz: Cladosporium herborum Link (Rabenhoret, 1907); und fiir das Acaulium: 
Penicillium (Scopulariopsis) rufulus Rainier {Thom, 1930). 

Temperatur und Feuchtigkeitsintervalle, 

Mit diesen Arten wurden Fleischstiicke geimpft und Temperaturen 
von 0, 3 und 6® C ausgesetzt. 0® C wurde gewahlt, weil dies die Temperatur 
ist, deren Einhaltimg in den Kuhlraumen der Schlachthofe angestrebt 
warden soli. In KHeinkiihlraumen warden diirchschnittlich 3® eingehalten, 
imd in Haushaltskiihlschranken begniigt man sich mit Temperaturen von 
etwa 6®. Den EinfluB der Luftfeuchtigkeit priiften wir in Stufen von je 
.6% zwischen 76 imd 100%. 

Kuhlachrank und Verauchagefafle, 

Fur die Ausfiihrung der Versuche stand ein Haushaltskiihlschrank 
der Firma A. Tevea, Frankfurt a. M., zur Verfugung. Die eingebaute 
Vorrichtung fiir die Temperaturregelung wurde diuch einen Thermo- 
kontakt ersetzt, dessen Quecksilberbehalter zur Verbesserung des Warme- 
iiberganges die Form einer spiralig gewundenen GlasrOhre hatte. Tem- 
peraturmessungen im Schrank ergaben bei ruhender Luft Unterschiede 
bis zu 5® zwischen der Temperatur am Boden und an der Decke. Durch 
Einbau einer Zwischenwand lieB sich der Luftumlauf so verbessem, dafi 
sich dieser Wert auf die Haifte verminderte. Erst durch die Verwendung 
eines Ventilators, der wahrend der Versuche ununterbrochen lief, gelang 
es, die zeitlichen imd drtlichen Temperaturschwankungen auf ± ^/lo® C 
zu verringem, was fiir den Verwendungszweck hinreichend genau erschien. 
Bei starker Luftumw&lzung hat die Anwendimg eines gewdhnlichen Kontakt- 
thermometers mit Gradteilung keine Nachteile mehr gegenuber dem 
oben erw&hnten Thermometer mit vergrOfierter Quecksilberoberfl&che. 

Die Kalteerzeugimg erfolgte durch ein Kompressoraggregat. Die 
Betriebsweise der automatischen Einrichtung geht aus Abb^ 1 hervor. 
Fiir die Schaltung dienten zwei Stromkreise (Weohselstrom) ; Im Stromkreis I 
' liegen die Maschine und die Schaltrdhre des Cutaxrelais R, Die Magnet- 
spule M des Rektis ist im Kreis II angeschlossen und wird durch das Kontakt- 

* Herm Prof. Dr. Ph, Biourge danken wir bestens fiir die freundliche 
Unterstiitzung bei der Artbestimmung des PeniciUium, 
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thermometer K gesteuert. Das Thermometer vertragt nur oine Spaimung von 
3 bis 5 Volt. Die Herabsetzung der Si)annimg geschieht dureh den Klingel- 
traiisformator Tr. Wild im Sehrank die eingestelltci 'J'omjieratur iilior- 
schrittom so schli(^13t Stromkrois II, und gleichzoitig wird in der Sehaltrbhro 
eino loitende Vorbindung liergestellt. Damit beginnt der Kiililvorgaiig, 
der mil der Wiederlierstellung der gewahlten Sc*hranktem])eratiir endet. 
Die Sehalteinric'htung Tind die Kiililaiilage arbeiteteii walirend der ganzen 
Versuehszeit oinwandfrei. 

Fill* die Lagernng d(M* Fleiscli- 
]>roben warden 'wiirfelfbrmigt' Dlas- 
gefaBe von 100 mm Kantenlange 
l)emutzt (vgl. Svlnvartz und Schmid, 

1031), die in etwa 3.^ mm holier 
Schieht Kochsalzlbsungen ver- 
schiedener Diehtc' eiithielteii. Die 
Fleischhliieke hingeii in den luft- 
dieht verse hlossenen GefaBeii an 
Drahtgostellen iiber d('r Salzlosiing. 

y arhcrcitmufj der Fleifichstdche jdr 
den VeTHHch. 

Dll' Vorb('r(‘itung der Fleiseh- 
stiieke ei'foi'derte weitgehendo Vor- 
sich1smaBreg(*ln, da Dakterieii- 
infc'ktioiK'ii naeh Mogliehkcdt v(»r- 
hiitet wei'deii sollten. Als Arbeit.s- 
I’aum client e eine Impt'kabinc', die 
sieh dureh Zerstaubung von 
Formaldehyd 24 St unden vor der Denutzung entkcumc'n liel3. Die 
Ausfiihrung stunt lieher ^laiiipulutioneii an den Fleischsliieken gesehah 
auBei'dem im Imjifkasteii unter Verwendung von Guminihandsehuhen 
und sterilen Instruinenten. Das zur Verwendung gelangc'iidc' fett- tmd 
haiitfreie Fleiseh stainmte stets voni gk'iehc'n Masked von Tieren, die 2 
bis 3 Stundeii vorher gesehlachtet wordon wwen. hhn UbergieBen 
init Alkohol und Abflainnieii erinogliehte es, Keiine auf dtu' Oberflaehe 
abzutotcui. 

GrbBe und Gestalt der Pdeusehst lieke ergaben sieh aus folgenden Idr- 
wagungc'ii : Die Modellstiieke sollten so bc^seiiaffeii scun, daB sie den Ver- 
haltnissen in d(*r Praxis inogliehst nahe koinmen. Als Anhalts])unkt dicaite 
eine Angabe von HIrsrh (1027), der fiir Kindervieitel das Vculialtnis von 
Oberflaehe zu Gewieht mit 0,02 <im kg bc'stiinmt liat. Fi'u’ zylindrisehe 
Pdeisehstiiek(‘ von gleieher Ilohe und gleicdiem Durehmesser batten sieh 
daraus MaBe von 30 cm ergeben. Die' Ausfiihrung von Untcu’sueh ungen 
an derartigen Stiieken hatte jedocdi eine groBc* Apptiratur zur Voraus- 
setzung gehabt, d(>ren Aufstellung und Viiterhalt ung zu kosts])i(dig gewesen 
ware. Wir gingeii daher von der G-roBe dc'r GlasgefaBe aus, die bei unserer 
Versiiehsanordnung 350 eein Salzlosung aufnehiiu'ii konnten. Da die 
Sole allmtihlieh auf deni Wege iiber die* Luft deni Pdeiseh Wassor ontzielit, 
war der GioBt* dei* Fleisehstiieke eine Grenzt' gesotzt. Bed den hciehstcni 
Solekonzentrationen, die cMiier relativen PVuehtigkeit von 75 eiitsjiraehen, 
waren Gewielitsverliiste bis zu H0“„ zu erwarten. Die Wasseraufnahme 
fiihrt zu einer Zunahme der Dampfspannung an doi’ Oberflaehe der Losung. 

11 * 



/\ntriebsmaschd.Kompn 

Ahh. 1. 


Schaltun^ssclicinii flir die nutoniatisehc 
Teniperaturre^ulicruiig im Kiihlsc’hrank. 
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Die Genauigkeit der Versuche erfordert, daB die Erhdhung der relativen 
Feuchtigkeit 1% nicht uberschreitet (vgl. Schwartz imd Schmid, 1931). 

Tragt man die Werte der relativen Feuchtigkeit iiber dem spezifischen 
Gewicht der Kochsalzlosung auf, wie sie Linge (1929) angibt, xmd erganzt 
die Kiirve durch das Wertepaar im Zustande der Sattigung der Losung 
aus den Tabellen von Landolt-Hornstein, so ergibt sich fur die konzenti ierte 
Sole — 1,203) die relative Feuchtigkeit ~ 75,25 ®o- Fur die zu- 
gelassene Erh6hung der Feuchtigkeit um I kann man aus der Kurve 
das spezifische Gewicht zu — 1,199 ablesen. 1st G das Gewicht und V 
das Volumen der Natriumchloridlosung, so vermehren sich infolge Wasser- 
aufnahme bis Versuchsende das Gewicht um den Betrag Ag imd das Vo- 
liunen um Aik Da beide GroBen zahlemnaBig gleich sind, ist Ag ~ Ao — A, 
wenn g in Gramm und v in Kubikzentimeter gemessen werden. Jin Ilochst- 
fall betragt A — 0,6 G/i’, wenn Gjp das Gewicht des Fleisches ist. Fiir das 
Ende der Lagerzeit gilt somit 

G + 0,6 Gy,, 

Ye ~ 

Man erhalt 

^ “ 0,6(y,-l) 

Das Gewicht der gelagerten Fleischstiicke darf also in jedem Versuchs- 
gefaB hochstens ll,7g betragen, weim die angefiihiten Bedingungen ein- 
gehalten werden sollen. Es wurden schlieBlich zwei Fleischzylinder von 
je etwa 5 g Gewicht, einem Durchmesser von 30 mm mid einer H ohe von 
etwa 7 mm veiwendet, die im VersuchsgefaB einen Abstand von 5 cm batten. 
ITm fiir die Verdunstung in alien Fallen gleiche Voiaussetzungen zu haben, 
erhielten die Fleischstiicke stets moglichst dieselbe Oberflache, was sich 
dadurch erreichen lieB, daB sie aus dem Innern der abgeflammten groBen 
Stiicke mit einem Schneidezylinder von 30 mm Ihirchmesser ausgestanzt 
wurden. Der Quotient aus Oberflaclie und Gewicht ist bei diesen Versuchs- 
stiicken allerdings ungiinstiger als in der Praxis (OjG 0,4 t[m/kg), so 
daB sich die Konzentration des Fleischsaftes an der Oberflache in derselben 
Zeit und bei sonst gleichen Bedingungen etwas rascher andert. Kinzclne 
Abschnitte des Wachstums der Schimmelpilze diirften jedocdi von den 
Verhaltnissen bei der Lagerung im groBen nur eine Verschiedenheit auf- 
weisen, die sich durch Multiplizieren der gefundenen Ergebnisse mit einem 
konstanten Faktor beheben laBt. Werden Fleischzylinder verwendet, bei 
denen der Durchmesser gleich der Bohe ist, so laBt sich der Faktor durch 
Extrapolieren an Hand von Versuchen finden, bei denen nur dor Durchmesser 
der Zylinder variiert wird. 

Die Lagerung miter diesen Bedingungen stellt einen Fall dar, wie er 
in Kuhlraumen in den „toten Raum©n“ besonders bei dichter Stapelung 
auftritt. Selbst in Kuhlraumen ohne kiinstliche Luftbewegung ist durch 
den meist betrachtlichen Temperaturunterschied zwischen Kuhlelement 
und Kuhlluft iinmer notjh eine freie Konvektionsstrornung vorhanden. 
Durch die Luftbewegung werden die Wassermolekiile rascher abtransportiert, 
wodurch die Anderung des Oberflachenzustandes des Fleisches beschleunigt 
wird. Im Versuchsschrank betragen die Temperaturschwankungen weniger 
als ± C. In den LagergefaBen sind sie noch geringer. Konvektions- 
strom© treten also nur in verschwindendem MaBe auf. Der Wasseraustausch 
zwisch^ Fleisch- und Sole-Oberflach© ©rfolgt vorwiegend durch Diffusion. 


V + 0,6 Gy., 

350 (1,^03 _ 

0,6(1,109—1) 
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Es wird ein Diffusionsgefalle zwischen dem Solespiegel und der Fleisoh- 
oberflache bestehen imd von hier nach dem Tnnern der Fleischproben. Die 
Luftfeuchtigkeit ist also keineswegs gleichmaBig iin GefaB verteilt, was ja 
auch in der Praxis bei Lagerung in wenig bewegter Luft nicht der Fall ist. 

Wollte man den Ausgleich der Feuchtigkeiten zwischen Fleisch und 
Salzlosung nach Mdglichkeit beschleunigen, so bliebe nur iibrig, mit diinnen 
Fleischschnitten (Mikrotomschnitten) in feuchten Kammern zu arbeiten. 

Wir haben von der Aiisfiihrung dieser Versuche abgesehen, da von 
ihnen keine auf die Verhaltnisse in der Praxis iibertragbaren Ergebnisse 
zu orwarton sind. Es ist noch unbekannt, wie groB die relative Feuchtigkeit 
unmittelbar an der OberfJache des in Kiihlraumen gelagerten Gates eigentlich 
ist, imd in welchem MaBe sie sich allmtolich andert. 

Infektion der Fleischstucke. 

Die naturliehe Infektion erfolgt meist durch einzelne Sporen oder 
Konidion, die aus der Luft auf die Fleischoberflacho gelangen, dort aus- 
keim(»n und ein Mycel >)il(i(m. Der Versuch, solehe ])unktf6rmigen Infektionen 
naehzuahinon, scheiterte daran, daB die Konidien oder Sporen an den 
liangenden Vorsuchsstucken, besonders bei Lagerung in sehr feuchter 
Luft, mit dem Fleischsaft ablaufen. Ein Vergleich des Wachstiunsverlaufes 
bei den einzelnen Me^sungen wiirde dadurch urmwiglich weiden. 

Bei don Vorversuchen stellte sich schlieBlich cine lm])fung in Form 
einos vertikal verlaufenden Striclics (Abb. 2) als geeignet heraus. 



a) b) 

Abb. 2. 

Versa chsstiicke mit Impfstreifeu \on PemciUium flavo-glaucum (< = 60C, r/j = 90 o/^). 

a) 6 Tagc nach der Impfnng (Sichtbarwerden des Impfstrelfens). 

b) 10 Tage nach der Impfnng. 

Die Impfnng erfolgte mit einem st-erilen, schrag abgebogenen Glasstab 
von 3 mm Durchmesser. Das abgebogeiie Stiick war 30 nmi lang. Als 
Impfmaterial dienten 8 Tage alte Koni<lien oder Sporen von Reinkulturen 
in 7V^r/-Schalen. Der schrag gebogene Teil des Glasstabes wurde zuerst 
auf den Pilzrasen, dann auf die Fleischflaclie aufgelegt. Um den Schimmel- 
pilzen von Anfang an giinstigore Entwicklungsmoglichkeiten als den 
Haktorien zu geben, wurde auf der Oberflache des Fleisches vor der Impfung 
ein Tro})fen 2 ”oiger steriler (’itronensaurelosung verteilt Wie vergleichende 


^ Frischfleisch reagiert wahrond der Totenstarre alkalisch. 
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IJntersuch ungen zeigton, hatte die Vorbehandlung mit Citronensaure keine 
unmittelbare Wirkiing auf die Entwicklimg der Schimmelpilze. Bei den 
brauchbaren Versuchen gelangten bei hoheren relativen Feuchtigkeiten 
auf der gesamten Flache des Versuchsstiickes etwa zehn Bakterienkeime 
zur Koloniebildung, bei geringeren Feuchtigkeiten weniger oder bisweilen 
keine. 

Messung dea Pilzwarhstums. 

Wahrend bei Untersiichungen iiber das Wachstum der Bakterien 
die Zahl der Bakterienzellen auf der Floischobcrflache als IVIaB fiir die 
Ausbreitung der Bakterien und fiir die Schadigung des Floisches dienen 
kann {Schwartz und Schmid 1931), sind beim Wachstum der Schimmel- 
pilze die Verhaltnisse weniger einfach, da flachenforraige Ausbreitung 
und Bildung der Fortpflanzungszellen unterschieden werden miissen. 
Da sowohl Flachenwachstum wie Konidien- oder Sporenbildung fiir 
die Haltbarkeit des Fleisches von Bedeutung sind, miissen beide Vor- 
gange untersucht werden. 

a) Flachenwachstiini. 

Fiii* die Flachenmossung wurde ein gewohnl idles PoJarplanimeter^ 
benutzt. Da Flachoninhalte von ungefahr 1 (jcm an zu liestiniinen waren, 
muBte der kiirzesto Hebelarm cingestellt werden, uni an der Zahlrolle die 
am besten abJesbaron Werte zu erhalten. Die rilzfliiche wurde durch- 
laufend imnier vionnal umfahren, wobei unmittolbar Quadratzentimeter 
abgelesen werden konnton und die MeBfehlor klein blieben. Aus zwei 
solchen Messimgen wurde das Mittel gobildet. MeBinstmnient und Pilz- 
rasen lagen bei der Messung in einer Ebone. Obgleidi die Begrenzung des 
Mycels nicht scharf ist, kann die Gonauigkoit der Messung naeh einiger 
Cbung und untor Zuhilfenahme oiner Lupe auf ^1: 4 Einheiten der zweiten 
Stelle nach dem Komma ( -f: 0,04 (|cm) gebracht werden, was niit B ilfe 
einer groBeren Reihe von Flachonbestininmngon festgestellt wurde. 

Dio Mittelwerte fiir die Auswertung der Fladienmessungen erhielten 
wir aus vier bis sechs Parallelproben. Um den Vergleich der Flaehenweite 
aus verschiedenen Versuchsstiicken zu ermoglichen, sind uboreinstimmonde 
Anfangsbedingungen notwendig. Dio vorhandenen veihaltnisinaBig kleineii 
Abweichungen lioBen sich duroh ITmrechnung auf eino konst ante anfangliche 
Impfflache dadurch ausgleichon, daB stoitliche Werte durch den Flachen- 
inhalt des Impfstreifens dividiert wurden. 

An den Stichtagen werden fiir jede Temperatur und Luftfouohtigkeit 
an n Versuchsstiicken die mit Mycel bedeckten Fl^hen F^ 

festgestellt, aus denen man den Mittelwert F^^ — {(jem) erhalt. ist 

F^ in Quadratzentimeter die Flache des Impfstreifens, so ergeben «ich 
dann die reduzierten Fl&chenwerte zu = F^y^jF^. die das Flachon- 
wachstum in Quadratzentimeter je Quadratzentimeter Inipfflacho be- 
deuten. Bei graphischer Darstellung der Flachenwerte mit der Zeit als 
Abszisse begiimen dann die Kurven mit dem Betrag 1. Nach den MaBen 

^ Die Firma A, Ott in Kempten hat uns liebenswiirdigerweise das 
Instrument zu einem Vorzugspreise iiberlassen. 
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der Fleischstiick© imd des Glasstabes kann die Lange des Jmpfstriches auf 
imgefahr 30 mm, die Breite auf rund 3 mm geschatzt werden, was ohnehin 
einer Flacho von annahernd 1 qcm ©ntspricht. Die gemessenen Flaclien 
vergrofiern oder verkleinern sich also bei der Umrochnung nur sehr wenig. 

Dies© Method© sotzt allerdings voraus, daB man den Flacheninhalt 
des Impfstreifens genau kennt. 8olang© der Schimmolpilz noch kein sicht- 
bares Mycel entwickelt hat, ist die Feststellung der geimpften Flaoh© nicht 
m5glich. Hat ein mefibares Wachstiun stattgef unden, so ist die gemessen© 
Flach© boreits um einen geringen Betrag groBer als die urspriinglich goimpft© 
Flache. Fs bliob also nur librig, durch Extra] )olat ion einen Wert zu ©r- 
mitteln, der in alien Reihon dein dos Impfstreifens moglichst nah© kam. 
Tragt man die erhaltenen Flachenmittelwert© iiber dor Lagerzeit als Absziss© 
auf, so orgibt sich dieser Anfangswert mit hinreichonder Gl^nauigkeit 
graphisch durch Extrapolieren auf den Z©it])unkt, an dern bei Verwendung 
einer starken binokularon VergrdBerung (starkes 0))jektivpaar, Okular- 

Tabell© I. 

B©is])i©l fiir die Auswertung der Plachenmessungen. 

F — gemessene Einzelflache. 

Fjn — Mittelwerte der gemessenen Flachen. 

A Stroiiung der gemessenen FlachengroBen um den Mittelwert. 
/red. ~ reduzierto Fliichon. 

Fj = Impf flache. 

Die Zahl(ui im (^rstem Abschnitt der Spalto F^ sind die nachtraglich durch 
Extra])olieron erhaltenen Wort© fiir F^ . 


{PenicAUium flavo glaucum. t = O^C.] 


Rolalivc 
Feuchtigkeii <p 

o/o 

100 

95 

90 

85 

80 

100 

95 

90 

85 

80 

100 

95 

90 

85 

80 

100 

95 

90 

85 

80 


1,16 

1,21 

1,12 

1,16 

1,00 

1,17 

1,26 

1,13 

1.17 

1,02 

1,66 

1,82 

1,48 

1.18 
1,04 

2,89 

3,23 

2,31 

1,78 

1,21 


qem 

F^ 


A r: ± 


F, 


2’ (F-FJ 
n . 


0,13 

0,10 

0,09 

0,08 

0,08 

0,09 

0,11 

0,08 

0,09 

0,12 


/led. 


F. 


w I Versuchsdaucr 
F 

1 Tape 


1,00 

1,00 

1,00 

1,00 

1,00 

1,01 

1.03 
1,01 
1,01 
1,02 

1,43 

1,51 

1,32 

1,02 

1.04 

2,49 

2,67 

2,06 

1,54 

1,21 


10 


15 


22 


Der Versuch wurd© in dieser Weis© bis zum 37. Tage fortgesetzt. 
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paar 2, binokulares Prapariermikroskop der Firma Seibert) das Pilzwachstiim 
gerade festgestellt werden kaim. Als Boispiel fiir die Auswertimg der 
Versuche mag Tabelle I dienen. 

Die Umrechnung auf die reduzierte Flache darf naturlich nicht ver- 
allgemeinert iind bei beliebigen Flachon benutzt werden. Fiir die hier 
angewandte Art der Berechnung ist immer eine Anfangsflache von Gestalt 
des vorliegenden Impfstroifens die Voraussetzimg. Will man aus den 
Measungen die Ansbreitung eines Schimmolpilzes von einor Jnfektionsstelle 
mit beliebigor Gestalt ermitteln, so inuB man die Umfange in Beziohimg 
aetzen, da es bei dem Flachenwachstiim darauf ankommt, daB von der 
vorhandenen Sporen- oder Konidienzahl moglichst viele nahe am Ihnfang 
liegen und dort oino freie Flache ziir Entwickhing antreffen. Dies gilt aiich 
nur mit der Einschrankimg, daB eine gewisseMindestzahl von Fortpflanzungs- 
zellen vorhanden ist, denn sobald die Keime nur voreinzelt auf der Impf- 
flftche liegen, findet jeder von ilmen giinstigoro EntwicjklungsverhMtnisse. 
Es ergibt sich auch, daB die Breite des Impfstri(;hes sich nur wonig andern 
darf, wenn man durch Division mit dor lm])ffla(‘he umrochnet. Im Fallo 
eines sehr schmalen Streifens wiirde man im Vergleich mit dem wirklichou 
Wachstum zu hohe reduzierte Flachen erlialten. Die Bedingung einer 
moglichst konstanten Breite des lm])fstriches kann bei unseron Vorsuchen 
als hinreichend erfiillt angenommen werden, da infolge der Verwendung 
dessolben Jmpfstabes nur geringfiigige Abweii*hungen moglich sind. 

Gegen Ende des Versuchs kam es bisweilen vor, daB bei hohen T^uft- 
feuchtigkeiten auch die Mantelflache der Fleischzylinder teilweise iiber- 
wachsen war. Die goringen AusmaBe dieser Pilzflachon erlaubten es, sio 
mit Hilfe des Stechzirkels unter Annahme einfacher geometrisoher Figuren 
zu bestimmon und zu beriickskjhtigen. T^ei Mucor racemofius wurde auch 
die zweite kreisformige Flache des Fleiscbstiickes befallen, so daB auch 
diose planimetriert werden muBte. Um das Pilzmycel nicht zu schadigeii, 
wurde dabei als Auflage fiir die zuerst gemesseiie Vorderseite ein Glasring 
benutzt . 

Die von dem Schimmelpilz bedeekten gemossenen Flachen weisen 
eine Streuimg um don Mittelwe^rt von durchschnittlich t auf. b]s 

liegt nahe, die Ergebnisse mit Flilfe der Kori'elationsrechnung zu priifen. 
Da aber nur wenige Punkte vorhanden sind, ist von dieser Rechnung keine 
genugende Genauigkeit zu erwarten. Die Htreuung wird von dem Fehler 
uberlagert, der durch das MeBinstruinont bedingt ist, und etwa ^ 0,04 qcm 
betragt. Bei kleinen Flachenwerton von ungefahr 1 (|cm wird die Angabe 
der Streuung dadurch mn i 4% beeinfluBt. Bei Flachen, die groBer sind 
als 4 qcm, wird der Fehler kleiner als 1 nnd kann dann nel)en der Streuung 
von vemachlassigt werden. 

Die Lagening von Fleischstiicken in Luft mit Dampfspaiuiungen, die 
geringer sind als die an der Oberflache der Proben, fiihrt zu Gewichts- 
verlusten, solango ein Ausgleich der Dampfdrucko nicht erfolgt ist. Dies© 
bedingen gleichzeitig eine Schrumpfung der Oberflache der Fl©isch})roV)en, 
wodurch auch die gemessene Pilzflache in Mitleidenschaft gezogen wird. 
tJber mit Wasserdampf gesattigter Luft fehlon derartige Verluste, da der 
Fleischsaft eine Dampfspannung besitzt, die kleiner als die des Wassers ist. 
Erst bei relativen Feuchtigkeiton von 90 bis 85% treton wahrnehmbare 
Flachenanderimgen auf. Bei der Anwendung noch geringerer Feuchtig- 
keiten ist das Wachstum schon so stark gehemmt, daB nach kurzer Zeit 
kaum noch ein© Flachenzunahme nachweisbar ist. Die absoluten Flachen- 
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betrage bleiben klein, so dafi auch eine grofiere Schnimpfung nur eine 
imwesontliche Veranderung der rediizierten Werte bedingt. Kine Beriick- 
sichtigung der Flaehenvorkleinening ist also nicht erforderlich. Auf die 
Bestiinmung der Fehlbetrage haben wir verzichtet, so dal3 die Flachenwerte, 
die bei einem Wachstum bei Feuchtigkeiten unterhalb 96% bestimmt 
warden, um einen kleinen Betrag zu niedrig sind. 

b) Zahlung der Konidien and Sporen. 

Neben der direkton Schadigung des Fleisches durch das Mycelwachstum 
hat auch die Bildung von Fortpflanzuiigszellen (Konidien oder S})oren) 
praktische Bedeutung. Dio Abhangigkoit ihror Entstehung von Temperatur 
and relativor Fouchtigkeit miifite daher gejwiift werden. Die Zahl der voin 
Mycel erzeugton Sporen odor Konidien kann mit Hilfe von Verdiinnimgs- 
kulturen durch Auszahhmg der Kolonien ermittelt werden. Die GroBe der 
Zellen gestattet auch eine direkto Zahlung unter Verwendung oinor Zahl- 
kammer. Die Methode hat den Vorteil oines geringeren Zeitaufwaiides, 
so daB eine gi'oBere Zahl von Bostiinmungen ausgefiihrt werden kami. 
Der Nachteil, daB })ei der Zahlung lebende und tote Zellen nicht unter- 
schieden werden, hat hier keino Bedeutung, da auf Frischfleisch bei niederen 
Temj)oratureii und vorhaltnismaBig kurzer Versuchsdauer die xiberwiegende 
Mehrzahl der Konidien imd Hi>oren lebt, der entstehende Fehler also so 
gering sein (Uu'ft(5, daB er vemachlassigt werden kann. 

Fiir die Durchfiihrung der Zahlung miissen die Konidien und Sporen 
moglichst (juantitativ vom Fleisch abgelost und in Wasser aufgeschwemint 
werden. Die Fleischstiicke kommen in GlasgefaBe und werden nacheinander 
mit 2 ccm Methylalkohol und 30 ccm Wasser versetzt. Der Methylalkohol 
totet die Zellen ah und beschleunigt die Loslosung der Konidien vom lYager 
und ihre gleichinaBige Verteilung ini Wasser. Die (^fiiBo stamlen wahrend 
1 Stunde ini Vakuum einer Wasserstrahlpumpe. Xach dieser Behandlung 
warden die Vorsuclisstiicko herausgonommon imd mit einem feinim Wasser- 
strahl abges])ritzt, bis sich im mikroskopisehen Praparat nur noch ver- 
einzelte Foi*t})flanzungszellen auf dem Fleischstuck nachweisen lieBen. 
In einer Schiittelflasche, mit einer Teilung in Quadrat zentimoter, wurde der 
Sporen- oder Konidiengehalt dor Auf schweinmung durch 2Minuten daueindes 
Schiitteln gut verteilt. Nach Feststellung dor Fliissigkeitsrnonge gibt man 
fiir jode Zahlung einen Tropfen der Aufschwommung in die Zahlkammer^. 

Die auf diese Woise orinittelten Sjioron- und Konidienzahlen bleiben 
hinter dem wirklichon Wert otwas zuriick, da ein Toil der Zellen doch mit 
den Floischstuckon entfernt und dahor nicht erfaBt wird. Insbesondere 
werden an den Konidientragern die zulotzt entstandenen noch unreifen 
Konidien schlechter abgelost. 

Die ersten Zahlungon erfolgten mit der boginnonden Beife der Fort- 
pflanzungszollen, die meist an einer charakteristischen Verfarbung des Mycols 
zu erkeimon ist. Es standen immer nur zwei bis drei Fleischstiicke bei jeder 
rolativen Fouchtigkeit zur Vorfiigung, aus deren Verarbeitung man natiirlich 
keine oxakten Mittelworto orwarten kann. Die Feststellung der Konidien- 
oder Sjiorenzahl oines Versuclisstiickes erfolgte durch viemialiges Bo- 
sch icken der Kammer. Von der Zahlflache gelangten dann zehn verschiedene 
Reihen zur Auszahlung. Damit ist eine gute Mittelbildung moglich als 

^ Zahlkammer nach Thoma der Firma Zeiss in Jena. Anleitung zur 
Benutzung der Kammer bei Janke-Zikes (1928). 
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Unterlage fur die Berechnung des Kammerinhaltes und der Anzahl Zellen 
auf einer Fleischprobe. Die gefundenen einzelnen Werte streuen um einen 
Mittelwert und ordnen sich nach der Qaup&Qhen Fehlerkurve. Bei guter 
Verteilung und einem Reiheninhalt von 20 oder mohr Zellen ergab sich ein 
mittlerer Fehler von ±15%, der sich bei kleineren Keimzahlen je Reilie 


vergrdfiert. 


Der inittlere Fehler ist ji. = 



wenn Az die Differenz 


der Anzahl Zellen in einer Reihe gegen die mittlere Anzahl und n die Zahl 
der ausgewerteten Reihen ist. Der Ablesefehler bei der Fliissigkeitsmessung 
ist ± 0,25 ccm, also bei 30 ccm Fliissigkeit weniger als ± 1 %. 

Die Einzelwerte der Zahlen fiir das gesamte Fleischstiick weisen Ab- 
weichungen von durchschnittlich ± 25 gegen das Mittel auf. Bei einer 
derartigen Streuung haben wir von einer Korrektur durch Reduktion auf 
eine gleiche Impfflache abgesehen. 


Verauche mit feuchten Kammem. 

Da in den groBen VersuchsgefaBen der Ausgleich der Feuchtigkeit 
allmahlich erfolgt, sollten init einer Methode, die einen besseren Ausgleich 
zwischen Wassergehalt des Substrates und der uingebenden Luft erlaubt, 
wenigstens die Grenzen fiii' Keiinung und Wachstum bei den einzelnen 
Schimmelpilzen bestimmt werden. 

Diesem Zwecke dienten Versuche in feuchten Kammern, die einen 
Durchmesser von 30 inm und eine Hohe von 12 mm hat ten. Jede Kammer 
enthielt ziir Einstellung einer bestimmten rolativen Feuchtigkeit 2 ccm 
Kochsalzldsung^ oder destilliertes Wasser. Als Nahrlosung dionte PreBsaft, 
der aus frischem Fleisch unter moglichst sterilen Bedingungen gewonnen, 
dann durch ein steriles Faltenfilter filtriert, steril aufgefangen und schlieBlich 
mit Konidien oder Sporen geimpft wurde. Die Impfmenge bestand in 
jeder feuchten Kammer aus droi kleinen mit der Fedor aufgetragonen 
Fleischsafttropfen. In diesen geringen Fliissigkeitsmengen stellt sich im 
allgemeinen weitgehend das Gleichgewkht mit der Luftfeuchtigkeit ein. 
Gopriift wurde der Bereich von 100 relativer Feuchtigkeit bis zur Grenz- 
feuchtigkeit von 85% in Stufen von bei den hdheren Fouchtigkeits- 
gehalten und 2 % in der Kahe der Grenzfeuchtigkeit. Die Versuchs- 
temperatur betrug ± 1 0 und ± 3® C. 

Ill, Yersuchsergebnlsse, 

1. Verlauf des Wachstums, 

Tragt man bei den verschiedenen Temperatureii die rcduzierten 
Flachen liber der Lagerzeit mit der relativen Feuchtigkeit der Luft als 
Parameter auf, so ergibt sich bei den untersuchten Schimmelpilzen [Peni~ 
cillium flavo-glaucum, Mucor racetmsua und Cladosporium herharum) ein 
im wesentlichen ubereinstimmendes Bild (Abb. 3 auf Tafel I). Ent- 
sprechend dem Verlauf der i^tppeischen Wachstumskurve (vgl. Bippel 


^ Die Dichte Salzldsimgen wurde mit einer Araeometerspindel ein- 
gestellt, die eine Ablesung auf ± 0,00025 g je Kubikzentimeter gestattete. 
Der Ablesefehler war also bei der Einstellung der Losung mit der niedersten 
relativen Feuchtigkeit (85%) nur ein Bruchteil von 1 %. 
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192S}irti3ielUclie«9U3mhw TergrdBert sich 

daim sieBilieh stark, urn schliefilioh wieder kleiner au w^ea. Da die 
VemxiOhe atjr bia zm Eeife der Komdien tew, Sporen fortgefutet wurden, 
fehlt tei emigw Kurven der letsste Absohnitt, Die Lage des Kiirven* 
endes aeigt also an, in welchem Absohnitt der Waohstutnskurve die 
Fcmipflanzttngszellen entstehen. Sinkende Temperatur und ab- 
nehmende Feuohtigkeit, ausgenommen das Gebiet zwisohen tp = 100 % 
und (p 95%, bewirkten in alien F&llen eine starke Verzdgemng dor 
WachstumsTorgilnge. 

Mucor racemosus entwickelt die hOohste Waohstumsgesohwindig- 
keit. Die Sporenbildung erfolgt so friihzeitig, daB nirgends der letzte 
Absohnitt der Waohstumskurve erreioht wird, Cladoeporium herbarum 
zeigt entgegengesetztes Verhalten, Das Fl&ohenwachstuxn geht langsam 
vor sich. Die Bildung der Konidien setzt erst ein, nachdem der Fl&chen- 
zuwachs seinen Hdchstwert iiberschritten hat. PenicUlitm flavo- 
glaucum nimmt zwisohen Mucor und Cladoaporium eine mittlere Stellung 
ein. Die Konidienbildung erfolgt bei + 6® C und hoher Feuohtigkeit 
im Absohnitt des st&rksten Fl§.chenwachstums. Mit sinkender Tem- 
peratur wird sie mehr und mehr in den letzten Absohnitt der Waohs- 
tumskurve verschoben. 

Abnahme der relativen Feuohtigkeit der Luft unter den optimalen 
Wert fuhrt bei alien Arten dazu, dafi die Bildung der Fortpflanzungs- 
zellen gegen das Ende der Waohstumskurve niokt. 

Durch den EinfluB der Temperatur wird das Wachstum bei den 
einzelnen Arten verschieden stark verzogert. Um in gleichen 2!eiten 
dieselbe Pilzfl&che zu erhalten, kann man bei Mucor racemoaua bei 3® 
Temperaturemiedrigung die relative Feuohtigkeit um rund 16 bis 20 % 
heraufsetzen, bei PenicilUum glaucum um ungefahr 10 %. Cladoaporium 
herbarum gestattet nur eine Erhohung um etwa 5 %. Bei Cladoaporium 
wird boi alien Temperaturen die ganze Waohstumskurve durohlaufen, 
iind die zuletzt vom Pilz bedeokte Flache hat unabh&ngig von der 
Temperatur bei gleioher relativer Feuohtigkeit immer ann&hemd die- 
selbe QrdBe. Bei PenicilUum ist imter entsprechenden Bedingungen 
die erreiohbare Endflt.ohe bei derselben relativen Feuohtigkeit um so 
kleiner, je niedriger die Lagertemperatur gehalten wird. Die direkte 
Wirkung der Temperatur ist also sehr ausgepragt. Mucor bedeokt bei 
alien Temperaturen die grdBten Fl&ohen, deren Endwerte sioh jedoch 
aus den Waohstumskurven nioht absehatzen lassen. 

Die Abh&ngigkeit des Flftohenwaohstums von der Temperatur 
wird besqnders deutlich, wenn man bei gleioher Lagerzeit die vom Pilz 
bedeokten Fl&ofaen fiber der Temperatur auftr&gt (Abb. 4). Die Flaoheh* 
zunahme ist st&rker als linear und bei hoher Luftf euchtigkeit am grOBten. 
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Die Temperaturabhangigkeit ist bei -Jf-wcor am ausgepragtesten, bei 
Claios'porium, dessen Kurven nur weniggekrummt sind, am schwachsten. 
Damit stimmen Angaben von Brooks und Kidd (1921) iiberein, die bei 
Cladosporiurn noch bei — 6® C Wachstum festgestellt haben. 



Priift man bei den einzelnen Temperaturen die Zeit, die erforderlich 
ist, bis die Pilze eine bestimmte Flache uberwachsen haben, so er- 
weist sich im Temperaturbereich von 0® bis + 6® C Mucor als 
derjenige der untersuchten Schimmelpilze, der die Lagerzeit des 


Waohstmn von Sohinimelpilssen auf gekuhltem Fleisch usw. 171 

Fleisches am starksten verkiirzt (Abb. 5). Um eine Flache von etwa 
3 qcm zu iiberwachsen, braucht M, raceimsus bei einer relativen 
Feuchtigkeit von 90% selbst bei 0® nur 11 Tage, wahrend bei Peni- 
cilKum 30 und bei Cladosporium 
32 Tage verstreichen. 

Mit Acavlium haben wir keine 
Flachenmessungen ausgefuhrt, da 
die Wachstumsgeschwindigkeit selbst 
gegenuber Penicillium und CladoS’ 
porium erheblich zuriickblieb. 

Das Flachenwacbstum weist 
in Abhangigkeit von der relativen 
Feuchtigkeit bei sonst gleichen Be- 
dingungen ein Maximum auf, das 
bei unseren Versuchen bei etwa 95 % 
relativer Feuchtigkeit liegt (Abb. 6). 

Die Abnahme des Flachenwachstums 
bei 100 % Feuchtigkeit hat vermut- 
lich zwei tJrsachen. In wasser- 
dampfgesattigter Luft treten wahr- 
scheinlich Transpirationsstdrungen 
auf, die auf den Stoffwechsel und 
das Wachstum verzogernd wirken. 

Unter dem EinfluB wasserdampf- 
gesattigter Luft zeigen sich auch 
andere pathologische Erscheinungen. 

Einzelne Hyphen platzen. Bis- 
weilen entstehen Riesenzellen. Das 
Luftmycel erscheint anfangs nur 
vereinzclt und verzogert. Besonders 
empfindlich scheint M, racemosus 
in dieser Beziehung zu sein. Mycelschadigungen durch hohe Feuchtig- 
keiten in Verbindung mit hohen Temperaturen hat Schtvartz (1928) 
beobachtet. 

Ferner ist es trotz aller VorsichtsmaBregeln nicht zu vermeiden, 
daB bei sehr hoher Feuchtigkeit Bakterien, wenn auch in verhaltnis- 
maBig kleiner Zahl, zur Entwicklung gelangen. Die Konkiurrenz der 
Bakterien kann ebenfalls das Flachenwacbstum des Pilzes bei 100% 
relativer Feuchtigkeit storen. Die Bakterienentwicklung diirfte auch 
die Ursache dafur sein, daB die GroBe der gemessenen Flachen bei 
(p == 100 % in einigen Fallen den Werten bei ^ = 90 % naher ist, 
wahrend ohne diese Storung der tatsachliche Betrag wahrscheinlich 
naher bei dem Wert fiir y? = 95% liegt. 



Der Einflufi der Temperatur anf die Ent- 
wlcklunfir gleicher PilzflAchen. 

Die Karven geben an, >velche Zeit bei 
den versehiedeneu Temperaturen ver- 
streicht, bis das Pilzmycol eine Flache 
(/red ) von etwa 3 qcm bedeckt. 

C = Cladosporium^ P = Pentnlhum, 
M = Mucor^ q = 90 o/q. 
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Umnittelbar an der Fleischoberfl&ohe ist die Dampfspannting 
iniT¥ww hdher als uber der Ldsuqg, ausgenommen bei einef relativen 
Feuchtigkeit von 100%, wo der Dampfdmck etwas geringer ist, da 
fiber Fleischsaft eine relative Feuchtigkeit von 99,3 % herrscht. Wfirde 



TU«-n das Flachenwachstum der Schinunelpilze zu der relativen 
Feuchtigkeit unmittelbar an der Fleischoberflache in Beziehung setzen, 
BO wfirden die den Fl&chenwerten entspreohenden Betr&ge auf der 
Abszisse naher an — 100 % heranrficken mit Ausnahme des letzten 
Wertes (f> — 100%), der an der Fleisohoberfl&che vermutUch fiber- 
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haupt nicht erreicht wird, da der theoretisch zu erwartende Ausgleich 
bei einer Luftfeuchtigkeit von tp = 100% praktisch nicht eintritt. 

Das Maximum der Kurven wird dann zwischen 95 und 100 % 
liegen und bei Mv 4 m dem 100 %igen Werte am nachsten sein. Unter- 


IH 


H 


5 i 


halb (p — 95% bewirkt die Abnahme dor rclativen Feuchtigkt'it eine 
Abnahme im vVaasergehalt des Substrats, die zu einem Riickgang in 
der Quellung der EiweiBkorper und einer Zunahme des osmotischcn 
Druckes im Fleischsaft besonders in der Nahe dor Oberflache fiihrt. 
Dadurch wird das Wachstum der Pilzo allmahlich immer mehr verzogert. 
Archiv fUr Mikrobiologle. Bd. 5. 12 
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Zwischen y == 95 und 100 % wirken die Erschwerung der Transpira- 
tion, die Schadigungen des Mycels nnd die zunehmende Konkurrenz 
der Bakterien heramend. Das Wachstumsmaximum wird dann erreicht, 



wenn der EinfluB der hemmenden Faktoren Tiber die Verbesaerung der 
Wasserversorgung uberwiegt. 

Der Nachweis eines unterhalb 100 % gelegenen maximalen Wachs- 
tums, der mit ganz vereinzelten Ausnahmen in alien Reihen bereits 
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an Hand der gemessenen mittleren Flachen gelang, steht im Wider- 
spruch zu Walters, und teilweise auch zu Tomkina Ergebnissen. 

Eigentlich ergibt sich schon aus theoretischen Betrachtungen, daB 
ein solches Maximum vorhanden sein muB. Ein Nahrstoffgemisch, 
das sich mit einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100 % im Gleichgewicht 
befindet, miiBte die Nahrstoffe in unendlicher Verdiinnung enthalten 
und wiirde auf Mikroorganismen nicht anders wie destilliertes Wasser 
wirken. Es muB also in dcr Nahe des 100 %-Punkte8 der Abszisse ein 
steiler Abfall der Kurve erfolgen. Der Nachweis dieser Erscheinung 
in ihrem vollen AusmaB stoBt auf groBe exporimentelle Schwierigkeiten, 
die in der Versuchsmethodik liegen. Gegeniiber den Versuchen, den 
EinfluB verschiedener osmotischer Drucke durch Zusatz osmotisch 
wirksamer Substanzen zum Nahrsubstrat zu priifen, hat die Methode, 
das Nahrsubstrat einer bestimmten relativen Luftfeuchtigkeit aus- 
zusetzen, den groBen Vorteil, daB chemische Nebenwirkungen aus- 
geschaltet werden und die absolute Menge der Nahrstoffe in jedem 
einzelnen Versuch gleich groB ist. Der Nachteil liegt darin, daB die 
Glcichgewichte sich nur langsam einstellen, und daB die hochsten 
Feuchtigkeiten bestenfalls in den Zonen erreicht werden, in denen 
sich das Luftmycel entwickelt. 

Tomkins hat den Nahragar vor seinen Versuchen eingetrocknet 
und dann beimpft. Die Wachstumsvorgange laufen also neben dem 
W'^asserausgleich her, der hier vielleicht besonders langsam vonstatten 
geht, da so stark getrocknete Quellkorper nur langsam das Wasser 
wieder aufnehmen. Es liegt die Annahme nahe, daB zur Zeit der 
Mcssungen die angegebenen Dampfspannungen an der Oberflache 
des Substrates noch nicht erreicht waren und infolgedesson der an 
q) = 100% grenzende Feuchtigkeitsbereich in den Versuchen iiber- 
haupt nicht erfaBt wurde. Messungen auf dem gleiehen, jedoch nicht 
vorgetrockneten Nahragar ergaben bei samtlichen relativen Feuchtig- 
keiten auch tatsachlich stets hohere Werte als auf vorgctrocknetem 
Agar. 

Das Ergebnis dor Vcrsuche mit verschiedenem Wassergehalt der 
Substrate^ ist schwer verstandlich. Es wird zwar mit steigendem Wasscr- 
gehalt des Substrates ein Maximum erreicht, das jedoch in trockener 
und feuchter Luft bei auffallig niedrigen Wassergehalten des Substrates 
liegt. AuBerdem ist auffallig, dafi die Kurve fiir trockene Luft in einigen 
Fallen teilweise liber der Kurve fiir feuchte Luft verlauft. 

Walter a Kurvon fiir Pilze verlaufen in der Nahe von cp ~ 100% 
parallel zur Abszisse. Beriicksichtigt man die Lage der einzelnen Punkte 
(1924, Abb. 4 bis 7), so zeigt sich, daB die Werte fiir q) = 100% bei 
einem Toil der Reihen wieder niedriger liegen als bei den vorhergehenden 
Feuchtigkeiten. Walter erblickt darin eine zufallige Erscheinung. Als 

12 * 
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MaB fur das Wachstum benutzt Walter den Durchmesser der Kolonie. 
Es erscheint uns richtiger, das Quadrat des Durchmessers oder noch 
besser die Plache aufzutragen, da der Verlauf des flachenformig er- 
folgenden Wachstums durch eine lineare Funktion nie richtig ausgednickt 
werden kann. Unter diesen Umstanden werden die Abweichungen von 
Walters Kurve boi tp ^ 100 % erheblioh groBer. Auch Tomkins hat 
bei einem Teil seiner Versuche den Durchmesser der Kolonie als MaB 
fiir das Wachstum benutzt. 

Eine endgiiltige KJarung der Wachstumsverhaltnisse zwischen 
93 = 96 und 100 % miiBte also bei Bedingungen erfolgen, die ein voU- 
standiges Gleichgewicht der Dampfdrucke iiber der Salzlosung^ und 
iibor dem Nahrsubstrat gewahrleisten. 

Storungen im Wachstum treten iibrigens auch bei Feuchtigkeiten 
von 85 % auf. Das Mycel wird gedrungener, Verzweigungen sind abnorm 
haufig, und die Hyphen zeigen haufig unregelmaBige Gestalt. Clado- 
sporium bildete oft stark gekammertes dickwandiges Mycel, dessen 
Glieder don Eindruck von Dauerzellen machten. Dagegen war der 
EinfluB der Temperatur auf den Bau des Mycels sehr goring. Nur bei 
M. racemosus fiel auf, daB bei 0® das Mycel etwas gedrungener ist. 

2, Sporen- und Konidienbildung. 

Ebenso wio das Flachenwachstum wird auch die Bildung der 
Fortpflanzungszellen durch Temperatur und relative Feuchtigkoit be- 
einfluBt. Auch hier treten in wasserdampfgesattigter Luft Storungen 
auf, die sich im Auswachsen der Konidientrager oder in einer vor- 
zeitigen Keimung von Konidien und Sporen auBern. Die Auswertung 
der Ergobnisse wurde durch die starke Streuung der einzelnen Zahlungcn 
erschwert, die im Durchschnitt I- 25 % des Mittelwertes ausmacht. 
Neben den in der Methodo der Zahlung liegenden Schwierigkeiten 
kommt in der groBen Streuung vielleicht auch zum Ausdruck, daB die 
drei Pilzarten bei niederen Temperaturen keine optimalen Bedingungen 
fiir die Bildung der Sporen und Konidien mehr antreffcn, so daB tat- 
sachlich auch starkere Unterschiede im Verhalten von Parallelkulturen 
vorhanden sind. Die Mittelbildung hat trotz dieser Einschrankung 
immer zu Werten gefuhrt, die mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Bild 
der wirklichen Verhaltnisse geben. Tragt man die nach verschieden 
langer Zeit festgestellten Konidien- und Sporenzahlen iiber der relativen 
Feuchtigkoit auf, so ergeben sich Kurven, die den gleichen Charakter 
wie die fiir das Flachenwachstum (vgl. Abb. 6) aufweisen (Abb. 7). 
Auch hier liegt ein Maximum bei etwa 96% relativer Feuchtigkeit. 
Der Abfall der Khirven mit abnehmender Feuchtigkeit ist sehr steil. 

Der EinfluB der Temperatur ist bei Cladosporium so stark, daB 
sich bei j:: 0® selbst nach 48 Tagon Lagerzeit und bei hoher Feuchtig- 
keit im mikroskopischen Praparat nur vereinzelte Konidien nachweisen 




Abb. 7. Konidien- nnd Sporenblldung bei verschiedenen Temperatiiren und relativen Lnft- 
fenchtigkeiten. Die Knrven geben die gesarate Zabl der nach einer bestimmten Lagerzeit 
vorbandenen Fortpdanzangszelleii an. 
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lassen. Eine Zahlung ist nicht mehr mogUch. Brooks und Kidd (1921) 
haben ubereinstimmend gefunden, daB bei Temperaturen unter 0® 
die Konidienbildung sehr schwach ist oder liberhaupt unterbleibt. 

Die mittlere Dichte der Konidien und Sporen ergibt sich, wenn 
man die Konidien- und Sporenzahlen durch die dazugehorende Pilz- 
flache dividiert (Tabelle II). Auch hier ist das Vorhandensein einer 
maximalen Dichte im Bereich von 93 = 95 % sehr wahrscheinlich. 


Tabelle II. 

Beispiel fiir die Ermittlung der Konidienzahl und der 
mittleren Dichte der Konidien. 

[Penicillium flavo-glaucum. t =- 


_®/o 

Tage 

Konidienzahl 

Strennng 

Zagehorige 

Flftche 

F 

qcm 


Dlohte 


Einzel- 

werte 

K 

Mlttelwerte 

K- 

»» n 

D = 

KIF 

Mittelwert 

D =r - 

n 

100 

100 

27 

1,09.107 

2,62 

1,86 

.107 

± 0,41 

1 

4,62 

3,11 

2,37. 

8,43 

.106 

5,40 

.106 

95 

96 


2,93 

3,13 

3,03 


±0,04 

6,28 

3,99 

5,55 

7,85 


6,65 


90 

90 


1,75 

1,53 

1,64 


± 0,07 

2,93 

3,05 

5,98 

4,93 


5,46 


85 

85 


0,50 

0,62 

0,56 


± 0,11 

i 

2,11 

2,11 

0,37 

0,30 


0,33 


100 

32 

3,81 



— 0,07 

3,65 

10,50 




100 


3,96 

A f\'7 


— 0,03 

3,60 

11,00 


1 f\ n(\ 


100 


3,46 



-0,15 

3,95 

8,76 


lU, rU 


100 


6,05 



±0,25 

4,01 

12,60 




95 

95 


8,74 

6,01 

7,37 


± 0,18 

5,50 

4,68 

15,90 

12,80 


14,40 


90 

90 


3,02 

4,35 

3,67 


± 0,22 

3,44 

3,65 

8,80 

11,90 


10,30 


85 

86 


1,65 

1,20 

1,42 


±0,18 

2,95 

3,00 

5,60 

4)07 


4,84 


100 

100 

37 

6,96 

6,16 

6,66 


± 0,06 

, 4,85 

5,90 

11,90 

10,50 


11,20 


95 


13,83 



± 0,23 

' 6,90 

20,00 




96 

95 


11,77 

9,66 

11,20 


— 0,15 

— 0,15 

6,87 

6,00 

17,10 

16,90 


17,30 


95 


9,75 



— 0,13 

6,03 

16,20 




90 


10,03 



-f 0,68 

3,66 

28,20 




90 


8,70 



+ 0,31 

3,69 

23,10 




90 


3,71 

6,36 


— 0,42 

3,85 

9,60 


17,40 


90 


3,36 



— 0,47 

3,95 

8,52 





' 3, Die Keimzeiten. 

Die Versuche in feuchten Kammern mit Fleischsaft als Substrat 
Bollten AufschluB geben, wie der Verlauf der Quellung und der Keimung 
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bis zum Auswachsen des Keimschlauchs von Temperatur imd relativer 
Feuchtigkeit beeinfluBt wird (Abb. 8). 

Im Qegensatz zu den Kurven fur das Flachenwachstum und fiir 
die Konidien- und Sporenzahlen fehlt bier ein Maximum. Die Keim- 




Keimzeiten in Abhilngigkeit von der relativen Fouebtigkeit und von der Temperatur. 

C = CladoKponurrij P — Pentnllium, M = Mvcor. 

(Die Indizes geben die Temperatur an.) 

zeit sinkt mit zunehmender Feuchtigkeit stets und erreicht ihren 
niedrigsten Wert bei 9? = 100%. Die Kurven nahern sich a83rmptotisch 
dem Grenzwert, d. h. der Feuchtigkeit, die gerade noch Keimung 
zulaBt (Tabelle III). Mit steigender Temperatur wird innerhalb des 
hier gepriiften Bereiches bei alien drei Arten die Grenzfeuchtigkeit 
geringer. Die sichere Vermeidung von Schimmelpilzen hatte somit 
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die Anwendimg einer Oberflachenfeuchtigkeit des Lagergutes von 
mindestens 86 % zur Voraussetzung. Auch eine wirksame Verzogening 
der Keimung erfordert schon eine recht trockene Oberflache. 

TabeUe III. 

Die relative Feuchtigkeit als begrenzender Faktor bei der 

Keimung. 


Art 

Temperatur 

0 C 

Grenzfeuchtigkeit 

o/o 

Fenicillium | 

+ 10 

85 

flavo-glaucum \ 

+ 3 

87 

Cladosporium | 

+ 10 

86 

herbarum \ 

+ 3 

88 

Mucor I 

+ 10 

91 

racemo8U8 \ 

+ 3 

98 


4» Das Wochstum von Schimmelpilzen und die Festsetzung der Lagerzeit fiir 

Kuhlfleisch. 

Die Qualitatsverminderung, die durch das Auftreten von Schimmel- 
pilzen hervorgerufen wird, ist durch die Verschlechterung des Aussehens 
und des Geruchcs und durch Veranderungen in der chemischen Zu- 

sammensetzung des Fleisches 
bcdingt. Solange der Pilz erst 
ein hyalines, nur mikroskopisch 
erkennbares Mycel entwickelt 
hat, wird der Handelswert 
nicht vermindert, und die 
Fleischoberflaghe behalt ihre 
ursprunglicho Beschaffenheit 
bei. Erst wenn ein sichtbarer 
weiUer odcr grauer Schimmel- 
rasen entstandon ist (vergleiche 
Abb. 2a), setzt die Wertminde- 
rung ein. Dieser Zeitpunkt und 
die Beife der Fortpflanzungs- 
zellen sind die beiden Abschnitte 
in der Entwicklung des Pilzes, 
denen die groBte praktische 
Bedeutung zukommt. Der 
EinfluB der Feuchtigkeit auf 
den ersten Entwicklungsab- 
schnitt ist gering, da sich 
Konzentration und Quellungs- 
zustand ander Fleischoberflache 



Siohtbarwerden der Infektion und Reife der 
Sporen und Konidien in Abh&ngigkelt von der 
Temperatur. 

Cladotporium, ]lt== Mucovt P = PefiietUtum. 
Die Indizes bedeuten : F = Slchtbarwerden des 
Myoels, S und K s= Beginn der Sporen- bzw. 
Eonidienretfe. 
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TabeUe IV. 

Zeiten fiir das Sichtbarwerden des Impfstreifens und fiir den 
Eintritt der Konidien- bzw. Sporenreife. 




Penicillium 

flavo-glaucum 

Cladoiporium herbarum 

Mucor racemosus 

Sichtbar- 
werden 
des Mycels 
Tage 

Beginnende 

Konidien- 

reife 

Tage 

Sichtbar- 
werden 
des Mycels 
Tage 

Beginnende 

Konidien- 

reife 

Tage 

Sichtbar- 
werden 
des Mycels 
Tage 

Beginnende 

Sporenreife 

Tage 


(O^C 

15 

24 

10 



11 

11-12 

y =100%i 


9 

15 

5 

23 

6 

6 


u 

6 

9 

3 

11 

3 

4 


fO 

14 

23 

9 

— 

10 

11 

9= 96%' 


8 

14 

5 

21 

5 

6 


le 

6 

9 

3 

10 

3 

4 

1 

(0 

14 

23 

9 

— 

9-10 

11 

11 

CO 

o 


8 

14 

5 

21 

4— 5 

6 


le 

6 

9 

3 

10 

3 

4 


fo 

14 

24 

9 

— 

9-10 

11 

9 = 85% 


8 

14 

5 

— 

4- 5 

6 


le 

6 

9 

3 

13 

3 

4 



14 

26 

9 

— 

9-10 

11 

80% 

3 

8 

16 

5 1 

— 

4- 5 

6 


le 

6 

11 

3 1 

— 

3 

4 


0 

— 

— 

9 1 

1 

9-10 1 

11—12 

9= 75% 

3 

8 ! 

— 

5 

1 

4- 5 

6- 7 


6 

6 1 

— 

1 3 

— I 

3 1 

4- 5 


noch nicht erheblich geandert haben (Tabelle IV). Im praktischen Kuhl- 
betrieb wird wegen des giinstigeren Verhaltnisses von Oberflache zu CkJ- 
wicht der Eintritt der Luftmycelbildung noch weniger von der relativen 
Feuchtigkeit der Raumluft abhangig sein, so daB man, ohno einen merk- 
lichen Fehler zu begehen, deren EinfluB vernachlassigen kann. Auch die 
Reifung der Konidien oder Sporen scheint durch eine Anderung der rela- 
tiven Feuchtigkeit zoitlich nur wenig beoinfluBt zu werden (Tabelle IV). 
GroBere Abweichungen von dieser Regel, die bei (p — 75 % beobachtet 
wurden, sind deshalb unberiicksichtigt geblieben. Tragt man die Anzahl 
Tage, nach denen Luftmycelbildung bzw. Konidienreife fiir die einzelnen 
Arten einsetzen, als Funktion der Temperatur auf (Abb. 9), so ergibt 
sich, daB Mucor und Cladosporium die geringste Zeit bis zum Sichtbar- 
werden des Rasens brauchen und ungefahr gleichzeitig erscheinen, was 
bei Cladosporium auffallig ist, da diese Art sich durch besonders lang- 
sames Wachstum auszeichnet. Bei Penicillium ist das Sichtbarwerden 
etwas verzogert. Der Beginn der Sporenreife fallt bei Mibcor fast mit 
dem Erscheinen des Luftmycels zusammen, wahrend bei Penicillium 
reife Konidien erst nach Lagerzeiten auftreten, die man als die Grenze 
dessen ansehen kann, was heute bei der Frischhaltung von Kiihlfleisch 
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erreicht wird. Bei Cladoaporium herbarum ist die Konidienreife uoch 
weiter hinausgeschoben. 

Die Begrenzung der Lagerzeit von Kuhlfleisch durch das Auf- 
treten der Bakterien haben Schwartz und Schmid (1931) nntersucht. 
t)berwiegt die Infektion durch Schimmelpilze, so ist das Auftreten der 
mit blofiem Auge sichtbaren Luftmycelrasen fiir die Lange der Lager- 
zeit bestimmend. Es erlangen also diejenigen Pilzarten besondere Be- 
deutung, die zuerst erscheinen und sich am raschesten ausbroiten, was 
bei unscren Vorsuchen fiir Mucor racemosus zutrifft. Die iibrigen auf 
Fleisch vorkommenden Mucorineen verhalten sich vermutlich ahnlich. 
Mvjccyrimen sind gegen eine Anderung der relativen Feuchtigkeit an 
der Substratoberflache sehr empfindlich; es erscheint also zunachst 
aussichtsreich, die schadlichste Pilzgruppe durch Senkung der relativen 
Feuchtigkeit an der Fleischoberflache auszuschalten. In der Praxis 
ist diese MaBnahme auf Grund unserer Versuche jedoch nicht durch- 

fiihrbar, da die erforderliche 
Senkung der relativen 
Feuchtigkeit der Kiihlhaus- 
luft zu starken Verande- 
rungen am Fleisch fiihren 
wiirde (Gewichtsverlust,Ver- 
farbung usw.). 

Dagcgcn ware eine Rei- 
nigung der Luft von den 
vSporen imd Konidien durch 
Filtration mciglich. Auch 
durch Luftumwalzung lieBe 
sich vielleicht die Entwick- 
lung der Pilze und Bakterien 
verzogern. Ebenso bleibt 
noch zu untersuchen, ob eine 
Abtotung von Bakterien und 
Pilzkeimen, etwa durch Zu- 
satz von Ozon zur Kiihlhaus- 
luft, gelingt, ohne daB diese 
Behandlung zu unerwiinsch- 
ten Veranderungen am Kiihl- 
gut fiihrt. 

Driickt man die Zeit, die bei Mv4^or racemosus bei der technisch 
wichtigsten relativen Feuchtigkeit = 90% bis zum Erscheinen der 
Pilzrasen verstreicht, in Prozenten der von Schwartz und Schmid e'r- 
mittelten Lagerzeit aus (Kurve II, Abb. 10), so erhalt man eine Kurvo, 
die zwischen + 6® und + 3® C fast horizontal verlauft und dann gegen 
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Abb. 10. 

Begrenzung der Lagerzeit durch Mucor racemomx 
und Penieillium flavo-glaucum, 

Kurve I : Lagerzeit bei Bakterien-lutQViiojx nach 
Schwartz und Schmid (1981). 

Kurv'e II: Zeit In Tagen, die bis zum Slcht- 
barwerden der Jfwcor-Infektion verstreicht (vgl. 
Abb. 9), ausgedrttckt in o/o der Lagerzeit bei 
Bakterien-Infektion. 

Kurve III : Dasselbe fiir Penieillium. 
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0® etwas abfallt. Die entsprechende Kurve fiir Penicillium flavo-glamum 
(III) zeigt etwas steileren Verlauf. Aus diesen Kurven ergibt sich, daB 
mit abnehmender Temperatur die Entwicklung von Schimmelpilzen 
auf die Festsetzung der Lagerzeit immer mehr EinfluB gewinnt. Durch 
Mvcot racemo8U8 wird bereits bei + 6® C die Lagerzeit gegeniiber reiner 
Bakterieninfektion auf etwa 67% gekiirzt. P, flavo-glaucum wirkt 
verkurzend erst von etwa + 1® C an abwarts. Damit stimmt iiberein, 
daB nach Haines (1931) und Prescot (1932) Bakterien unter 0® bedeutend 
in ihrer Entwicklung gehommt sind. Die praktische Erfahrung bestatigt, 
daB Schimmelpilze in der Gefrierfleischlagerung die Hauptschadlinge 
sind. 

lY. ZusammenfasBung. 

Die Entwicklung von Schimmelpilzen wurde bei verschiedenen fiir 
die Kaltlagerung von Fleisch wichtigen Luftzustanden zunachst in 
ruhender Luft an einigen typischen Arten unter sucht und fiihrte zu 
folgenden Ergebnissen: 

1. Flachenwachstum, Konidien- und Sporenzahl ergeben bei gra- 
phischer Darstellung, mit der Feuchtigkeit der Luft als Abszisse auf- 
getragen, Kurven mit einem Hochstwert bei etwa q) = 95%. 

2. Der Abfall der Kurven vom Maximum in Richtung zunehmender 
Feuchtigkeit ist vermntlich darauf zuriickzufuhren, daB das Wachstum 
durch Transpirationsschwierigkeiten und durch die steigende Ent- 
wicklung von Bakterien gehemmt wird, deren Auftreten bei hohen 
Feuchtigkeiten nicht ganz verhindert wcrden kann. 

3. Der EinfluB von Temperatur und Feuchtigkeit auf die Wachs- 
tumsgeschwindigkeit ist bei den einzelnen Pilzarten verschieden. Bei 
einer Senkung der Temperatur um 3® kami zur Erzielung gleicher 
Lagerzeit und gleichen Flachenwachstum s die relative Feuchtigkeit 
um 5 bis 20% heraufgesetzt werden. 

4. Mucor racernosus keimt und wachst am schnellsten. Da bei der 
Infektion des Fleisches fast stets Mucorineen beteiligt sind, werden 
diese bei vorwiegendem Auftreten von Schimmelpilzen fiir die Be- 
grenzung der Lagerzeit bestimmend sein. 

5. Der Charakter der Kurven wird sich auch dann nicht andern, 
wenn die Entwicklung der Schimmelpilze bei gleichen Bedingungen, 
anstatt auf den kleinen Versuchsstiicken, auf groBeren Pleischstiicken 
erfolgt, wie sie bei der praktischen Kaltlagerung vorliegen. Will man 
die Ergebnisse der Versuche auf die Praxis libertragen, so geniigt es, 
fiir einzelne Wachstumsabschnitte einen konstanten Faktor zu be- 
stimmen, mit dem die experimentell ermittelten Flachenwerte der 
Schimmelpilze oder die Konidien- oder Sporenzahlen zu multiplizieren 
sind. Dieser Faktor ist wahrscheinlich bei Luftfeuchtigkeiten iiber 
95% ungefahr gleich I und unter 95% groBer als 1. 
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6. Eine Ausdehnung der Ergebnisse auf andere, hier nicht imter- 
suchte, auf Fleisch vorkommende Mucorineen, AspergiUaceen und 
SchivdrzepUze wird moglich sein, ohne daU wesentliche Abweichungen 
zu befiirchten sind. Die Ergebnisse diirften also fur die praktische 
Kaltlagerung geniigend Hinweise enthalten. 

7. Die Keimungsversuche im hangenden Tropfen haben Grenz- 
feuchtigkeiten ergeben, deren Herstellung an der Oberflache des Kiihl- 
gutes die Anwendung von Luftfeuchtigkeiten verlangen wiirde, die zu 
einem erheblichen Gewichtsverlust fiihren muBten. 

8. Unsere Versuche beziehen sich auf Palle, bei denen die 
Infektion dor Schimmelpilze iiber die der Bakterien iiberwiogt. Unter 
diesen Umstanden erfahrt die Lagerdauer fiir Fleisch gegeniiber den 
bei reiner Bakterieninfektion gefundenen Werten eine starke Ver- 
kiirzung. 

9. Auf Kiihlfleisch laBt sich eine vollstandige Verhiitung der Ent- 
wicklung von Schimmelpilzen innerhalb der heute iiblichen Lager- 
zeiten allein durch Regelung des Luftzustandes nicht erreichen, da zu 
starke Senkung der Feuchtigkeit die urspriingliche Beschaffenheit des 
Fleisches ungiinstig verandern wiirde. 
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<Aus dem Institut fiir landwirtschaftliohe Bakteriologie der Universitat 

Gottingen.) 

Beitrfige zur Kenntiils der Cellulosezersetzung 
unter niedriger Sanerstoffspannung. 

Von 

Budolt Meyer. 

Mit 21 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 16, November 1933,) 

Bei der bakteriellen Cellulosezersetzung unterscheidet man eine 
,,aerobe“ von einer ,,anaeroben“, eine bei der Sanerstoffspannung der 
Luft vor sich gehende von einer unter erheblich verminderter Sauer- 
stoffspannung erfolgenden. Die Bezeichnungen „aerob“ und „anaerob‘' 
werde ich im folgenden nicht benutzen, da sie, wie Zycha^ gezeigt hat, 
und wie wir auch unten sehen werden, den sachlichen Zusammenhangen 
nicht vollstandig gerecht werden. Die folgenden Untersuchungen be- 
fassen sich allein mit der Cellulosezersetzung unter niedriger Sauerstoff- 
spannung. 

Die Literatur iil)er diese C^ellulosezersetzer ist an anderen Stellen aus- 
fiihrlich gonamit (altere bei Omeliansky^ Kellerman-Mc Beth^, iieuere bei 
Clausen^, Werner^ imd Couies-Bettger^), so daJ3 ich hier niir die wichtigsten 
Arbeiten, die zu den folgenden Fragen umnittelbare Beziehung haben, kurz 
zn roferieren brauclie. 

Die grundlegonde Arbeit iiber die Fellulosezorsetzung bei niedriger 
Sauerstoffspamiung hat Omeliansky'^ geliefert; er hat dabei besondors die 
stoffwechselphysiologischen Vorgange untersucht und unterscheidet damach 
eine Wasserstoffgarung von einer Mothangariing, verursacht diuch je ein 
besonderes Bakteriuin. Die bei beiden Gariingen trornnielschlegelformigen 
Bakterien, bei denen die Sporen in der endstandigen Anschwellung ent- 
.stehen, sind morjihologisch wenig voneinander verschieden. In jungen 
Stadien sind es Htabchen ohne Anschwellung, die fast nieinals Ketten bilden, 
Besondere Farbbarkeit mit Jod besteht nicht. 

Nach den Untersuchungen anderer Autoron erscheint die Kinteilung 
Oymlianaky^ in zwei verschiedene Arten der Cellulosegarung bedenklich. 
Aber auch schon Omcliansky^ oigene Versiiche wirken — obwohl sonst mit 
vorbildlicher Oewissenhaftigkelt ausgefiihrt — in dieser Beziehung nicht 
uberzeugend; denn es ist docli auffallend, daC aus der Mischung einer 
Methan- und einer Wasserstoffkultur — auch in der Wiederholung — aus- 
schlieBlich eine reine Methangarung imd keine Mischgarung entstand, 
obwohl andererseits gerade der Wasserstoffbazillus, z. B. gegenuber Hitze, 

^ Diese Zeitschr. 8, 194, 1932. — * Centralbl. f. Bakt. II, 8, 193, 1902. 
— « Ebenda 84, 486, 1912. ^ Ebenda 84, 20, 1931. — ® Ebenda 67, 

297, 1926. — « J. ofBact. 21, 67, 1931. 
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widerstandsfd.higer ist. Die Annahme eines hitzeempfindlichen Begleiters> 
der erst aus den Stoffwechselprodukten des alleinigen Wasserstoffbazillus 
das Methan erzeugt, hatte diese Erscheinung ungezwungener erklart^. 
Selbstverstandlich besteht aber trotzdem die Mdglichkeit, dafi in dem 
besonderen Ausgangsmaterial, welches Omeliansky benutzt hat, verschieden- 
artige cellulosezersetzende Bakterien vorkommen Reinkulturen von 
seinen Cellulosezersetzern hat Omeliansky eindeutig nicht erhalten konnen. 

Kellerman nnd Me Beth ^ haben aus Material OmeUansky^ von 1911 
drei verschiedone, iinter hoherer Sauerstoffspannung gedeihende Cellulose - 
zersetzer isoliert, die kein Gas zu bilden vermogen. Omeliansky^ zweifelt 
diese Ergebnisse an. In einer weiteren Mitteilung® beschreiben dieselben 
Autoren eino ganze Reihe von (^ellulosezersetzern, die alle fast auf Anhieb 
isoliert wurden. Wer die Schwierigkeiten kennt, die mit der Reinzuchtung 
der Cellulosezersetzer verbunden sind, wird solchen Angaben nur mit 
auBerster 8kepsis gegeniiberstehen konnen. 

Die bedeutondste Arbeit auf dem Gebieto der Cellulosezersetzung 
unter niedriger Sauerstoffspannung ist wohl die von Khouvine^. Es gelang 
dieser Forscherin mit H ilfe des Waschverfahrens zum ersten Male, wirkliche 
Reinkulturen des Cellulosezersetzers zu erhalten. Das aus verschiedenen 
Substraten herausgeziichtete Bakterium gJeicht in mancher Hinsicht dem 
von Omelianaky beschriebenen, und os ist wohl kaum daran zu zwoifeln, 
dafi es sich bei der Violseitigkeit seines Auftretens um dense! ben Organismus 
handelt. Khouxnne findet kiirzere (jiingere) sporenlose und langere (altere) 
Stabchen mit endstandiger S^Jore in einer Anschwellung ; beide Formen 
sind niemals beweglich, zuweilen sitzen sie zu zweien, niemals aber in 
Ketten aneinander. Die Stabchen farben sich mit gewolmlichon Farbstoffen 
an, aber nicht gloichmaOig, sondern granuliert (vgl. S. 194). Das Wachstum 
erfolgt bei einer Sauerstoffspannung his zu hochstens 7 mm; bei 12 mm 
ist das Wachstum sistiert. Das Temyieraturoptimiim liegt bei 37*^ C\ das 
Maximum bei 67® C. Die Cellulosefaser wird entweder allgemein unter 
Gel borangefar bung oder in einzelnen Punkten angegriffen. Die S])oren 
sind sehr hitzebestandig, sie ertragen 100® C 45 bis 50 Minuton lang. In 
Fleischwasser bildet das Bakterium sporenlose Stabchen, wobei das Ver- 
mogen zur Farbstoffbildung verloren geht. Sonst sind organische Sub- 
stanzen im allgemeinen nicht als Kohlenst off quelle verwertbar; dagegen 
erfordert die mineralische Nahrlosung einen Zusatz von Fakalextrakt, um 
normales Wachstum zu gewahrleisten. 

Weiter ist in diesein Zusammenhang noch eine Abhandlung von 
TetrauW bemerkenswert. Sie befaBt sich allerdings mit „thermophilen“ 
Cellulosezersetzern, deren Temj^eraturoptimum iiber 60® C liegt, die sich 

^ Van Senna (Bijdrage tot de kennis der cellulosegisting. Leiden 1890) 
kommt auf Grund seiner Ergebnisse zu der Annhme , daB bei der Cellulose - 
garung als gasformige Bestandteile auBer Kohlendioxyd nur Wasserstoff 
entsteht. Von Omelianaky wird die Stichhaltigkeit dieser Versuche aber 
angezweifelt — * Rubentachik (Centralbl. f. Bakt. 11, 88, 182, 1933) gibt 
z. B. an, aus dem Schlanun des Kujalnizki -Liman bei Odessa ein dem 
Omelianaky Hchen Methanbazillus nahestehendes, halotolerantes Bakterium 
isoliert zu haben ; die Methanbildimg blieb aber auch nach 20 Minuten 
langer Erhitzung auf 80® C bestehen. — ® Centralbl. f. Bakt. II, 84, 485, 
1912. — * Ebenda 86, 472, 1913. — ® Ebenda 89, 502, 1914. — « Ann. de 
I’Inst. Pasteur 87, 711, 1923. — ’ Centralbl. f. Bakt. II, 81, 28, 1930. 
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aber in mancher Hinaicht den im folgenden besprochenen Fornien ahnlich 
verhalten. Femer verauchte Tetrault^ allerdings vergeblich, Einzellkulturen 
dieses Cellulosezersetzers herzustellen : von den 114 mit dem Mikromani- 
pulator isolierten Zellon sind nur vier angewachsen; diese batten aber — 
obgleich dieselben Formen auftraten — nicht inehr die Fahigkeit, die Cellu- 
lose anzugreifen. Es iat noch eine Reihe weiterer Arbeiten iiber thermophile 
Celluloaezeraetzer erschienen, von denen aber bier keine ein unmittelbares 
Interesse bat. 

Clausen^ ziicbtet aua versebiedenen Substraten mebrere einander 
abnlicbe Cellulosezersetzer, die zum Teil mit den von Omeliansky be- 
acbriebenen Formen libereinstimmen. Eigentiimlicb iat ibnen alien die 
Farbbarkeit mit Jod, welcbes rotbraune oder we inrote Tone bervorruft. 
Die Sporen sind sebr bitzebesttodig (90 Minuten auf 100° C), daa Tem- 
peratur optimum liegt bei 37 bis 42° C, das Maximum bei 50° C. Junge 
Formen sind beweglicb, die Beweglicbkeit hort auf mit Beginn der Sporen- 
bildung. Die Zuohtung auf cellulosofreien Nabrboden gelingt. Eine inten- 
sivere Lebenatatigkeit wird erzielt, wenn der Celluloaezeraetzer mit B. putri- 
ficus verr. syntbet isiert wird. 

Es iat wenig wabrscbeinlicb, dafi die bescbriebenen Formen voneinander 
wesonaverscbieden sind; sondern es liegt vielmebr nabe, vor allom, wenn 
man die zuweilon aufierordentlicb geringen Abmeaaungen der Bakterien 
in Betracbt ziebt [z. B. ist der „Collulosebazillus 1“ 0,1 p (\)^ bis 0,3 p breit], 
daB es aieh da um die Altersformen ein \ind desaelben Bakteriums bandelt. 
Dies ist besondera dann leicbt moglicb, wenn die Kultur uneinbeitlicb 
wacbst, d. b. wenn verscbiedene Altersformen (vgl. S. 209) gleicbzeitig in 
der Kultur vertreten sind. Das beigegebene photograph ische Material 
s})richt jedenfalls nicht dagegen. 

In der gleichen Abhandlung beschreibt Clausen ein cellulosezersetzendes 
(lostridiimi, Amyhhacter navicula. Man koimte dabei an die weiter imten 
bescbriebonon Jugendfoimen unseres Cellulosezersetzers denken, wenn 
jenem nicht die Fahigkeit zui* Bindung elementaren Stickstoffs® zukame, 
und wenn es nicht die fib' Arnylobacter charakteriatische logenreaktion gabe. 
Immerhin erscheint dieses Clostridium noch einigermafien problematisch, 
da es sohr verbreitet sein soli und trotzdem nur selten gefunden wurdo. 

Eine etwa gleicbzeitig eracliienene Abhandlung von Cowles und Bettger^ 
befaBt sicb eingehender mit den j)bysiologischen Eigenschaften der Celluloae- 
zeraetzer. Angereichert wird nacb dem Khomnne (ichen Verfabren. Die 
Reinkultur gelingt auf Filterscheibon, die zwiscbon zwei Agarachichten 
liegen. Mit zunehmender Reinheit der Kultur wird das Wacbst uin achlochter ; 
bewegliche Formen werdon nicht angetroffen; die Stabchen werden zu- 
weilen zu zweien, niemals al)er in Kotten zusarnmenhangend beobachtet. 
Bei Synthese mit B. aerogenes ist das Wacbstum besser. Eingehend wird 
das Verhalten zu versebiedenen Kohlenhydraten und verwandten Stoffen 


^ Centralbl. f. Bakt. II, 84, 20, 1931. — Mit der beaten Optik winde 
bei subjoktiver Mikroskopie ein gogen A sebr dibmer Streifen im Objekt- 
raum mindestens 0,2 bis 0,3 dick erscheinen; ClaJusen sagt nicht, ob 
er die angegebene Dicke aua der Bildlielligkeit abgeschatzt hat. — ® Rippel 
(Fortsebr. d. Bot. 1, 180, 1932) hat bereits darauf hingewiesen, dafi die 
Angabe Clausens, es seien etwa 700 mg Stickatoff je 1 g Kohlenstoff quelle 
gebunden, auf einem methodischen Fehler beruhen muB. — * J. of Bact. 
21, 67, 1931. 
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iintersucht: aul3er Cellulose werden noch Arabinose^, Xylose^, 16sliche 
Starke^ und Dextrin in nennenswertem Ma8e verwertet. Laetose und 
Glycerin henunen die Celluloseg&rung. 

Werner^ ziichtete aus dem Darm der Rosenk&ferlarve einen dort 
symbiontisch lebenden Cellulosezersetzer, der mit dem von Khouvine be- 
schriebenen Organismus groBe Ahnlichkeit hat; auch dieser wurde ja im 
Darm von Saugetieren und des Menschen gefunden. Das Temperatur- 
pptimum liegt bei 33 bis 37° C, das Maximum bei 39°. Die Symbiose mit 
der Larv© scheint nicht besonders eng zu sein, da Wemer das Bakterium 
auch aufierhalb der Larve, z. B. in dem Ameisenhaufen, in dem die Larve 
lebt, imd auch sogar in solchen, in denen sie nicht vorkommt, fand. Er 
halt das Bakterium deswegen von dem Khouvine^cheri fiir verschieden, 
weil das Vermogen zur Farbstoffbildung fehlt, und weil Unterschiede in 
der Beweglichkeit und in bezug auf das Temperaturoptimum bestehen. 
Wir werden spelter sehen, daB es sehr zweifelhaft sein kann, ob geringe 
Unterschiede in derartigen Merkmalen ausreichen, cine „Art“-Unterschei- 
dung bei diesen Bakterien zu rechtfertigen. 

Arl)©iten mehr zusammenfassenden Inhalts sind viele in der amerikani- 
schen Literatur, insbesondere aus der Feder Waksman^^, erschienen; 
sie beton6n meist die unmittelbare Bedeutimg der Cellulosezersetzung fiir 
die Bodenforschung. 

Zusammenfassend laBt sich iiber die Literatur der unter niedriger 
Sauerstoffspannung stattfindenden Cellulosezersetzung sagen, daB man 
die Eigonschaften der Erreger noch keineswegs einheitlich angegeben 
findet; iibereinstimmend sind bei den moisten Forschern lediglich die 
diesen Bakterien eigentiimliche Trommelsclilegelgestalt zur Zeit der 
Sporenbildung und die groBe Widerstandsfahigkeit der Sporen gegen 
Hitze. Die voneinander abweichenden Angaben der Eigonschaften 
lassen sich, wie wir im folgenden sehen werden, sicher zum Teil durch 
eine groBe Schwankungsfahigkeit dieser Eigenschaften erklarcn. 

Methoden und Hilfsmittel, 

Die nach Omeliansky aus den Substraten herausgezuchteten 
Cellulosezersetzer wurden fiir die Fortziichtung in erster Linie in einer 
Nahrlosung gehalten, die neben Mineralstoffen Cellulose als einzige 
Kohlenstoffquolle enthielt. Daneben wurde noch Erdextrakt zugesetzt^ 
obwohl Vergleichsversuche ergeben hatten, daB dieser Zusatz keinen 
merkbaren EinfluB auf das Wachstum dieser Bakterien hat; es sollte 
damit nur Vorsorge getroffen werden, daB alle der Nahrlosung nicht 
unmittelbar zugesetzten Stoffe (Schwermetalle) den Bakterien in einer 
der gewohnten moglichst nahekommenden Zusammenstellung zu- 
ganglich seien. 

^ Diese Stolfo sind nach Khouvine und Wemer nicht angreifbar, ebenso- 
wenig andere Kohlenhydrate, wie schon Omeliansky von seinen Cellulose- 
zersetzern feststellte. — * Centralbl. f. Bakt. II, 67, 297, 1926. — * Z. B. 
dies© Zeitschr. 2, 136, 1931. 
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Die Zusainmensetzimg (Jer Nahrlosung war folgende^: 


Wasser dest 900 ccm 

Krdextrakt 100 „ 

Kalium])hos])hat, sek., ]n‘o anal. Merck 1»0 g 

Aiiimoniumphosj)hat pro anal. Merck 1,0 g 

Magnesiiimchlorid pro anal. Merck 0,5 g 

C'alciumcarbonat 3,0 g 

Filtrierj)aj)ier in Streifen 2,0 g 


Der Krdextrakt wurde erhalton (lurch Verriihren gleiclujr I'eile luft- 
trockeiier, frucht barer Ackererde lind Waaaer, unter Zuaatz von soviel 
Sodalauge, daB rotes Lackmuspa})ier deutlich geblaut wurde. Dieses 
Cleniisch wurde V 2 Autoklaven })ei 130® gehalten und dann 

abgenutscht. Jleim AiLsetzen der Nahrloaiing wurde zunachat das Magnesium - 
salz fiir aich gelost und erst kurz vor dtjm Einfiillen in die KulturgefaBe 
lint der Losung der anderen Stoffe vereinigt, dainit die geringe Menge des 
langsani ausfallenden Ammonium -Magnesiumphosjihats auf alle GofaBe 
gleichmaBig verteilt wurde. Nach Zugabe des Calciumcarbonats und der 
Cellulose zu dim etwas iiber 250 ccm fassenden Kollflaschen wurden diese 
zwecks Sterilisation Stunde bei 120® im Autoklaven erliitzt. 

Die Abinipf ungen erfoigten im allgcuneinen moglichst bald nach Begimi 
d(‘r (irarung unter Bf'iiutzung d('s KhmivineHchcii Wascliverfahrens ; es 
wurd(m zu dem Zwecke etwa 0,5 bis 1 g der feuchten angegriffenen (^ellulose 
viermal hint(M‘eiiiand(*r in Reagensglasern mit sterilem Wasser g(»waschen, 
in der letzten Wasche ^4 ^>tunde lang auf 75® (’ gehalten und nach rascher 
Abkiihlung dem neueii KulturgefaB eingeirnpft. Die (uighalsigen (refaBe 
trug(*n einen GarverschluB mit Wass(^rabs])erning. Anfanglich wurden 
die (h'faBe bis zum Gummisto])feii mit Nahrlcisung angefiillt, bei den 
s])ateren Weiterimpf ungen wurden a us noch zu erwahnenden Griinden 
etwa 30 ccm Luft iiber der Nahrlosung belassen. 

Ks wurden m(‘hrfach laolierungen aus Acker- und Kompostorde 
von dem Versuchsfeld des Instituts und von einem sauren und einem 
alkalisehen Boden des Hilses bei Einbeck, aus dem Forstamtsbezirk 
Wenzen^, vorg(mommen, Wegen des - abgesehen von der Farbstoff- 
bildung sehr ahnlich(ui Verhaltens der verscliiedenen Isolierungen 
wurden eingehendere Untersuchungen nur mit zwed ,,Stammen“ an- 
gestellt, die b(dde aus der Ackererde des Instituts gewonnen waren; 
diese seien im folgenden mit ,,B-Kultur‘‘ und ,,E-Kultur'‘ bezeichnet. 
Die B-Kultur wurde anfangs mit unerhitztem ImpfmatiTial gefiihrt, 
und di('se spater noch einige Zeit neben der mit erhitztem Material 
beibehalt(‘n ; da sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden 
zeigten, wurde dann nur die erhitzte Kultur weitergefiihrt. Eine Zeit- 

^ In friilioren, nicht veroffentlichten Versuchen von Rippel als giinstig 
errnittelt. ~ - 2 Olxulassung der beiden Proben bin ich Herrn Forst- 

meistor Fo/grer-Wenzen zu Dank verjif lichtet . Es handelt sich um Fichten- 
auflagehumus, der in einem Falle unbehandelt, im anderen gemergelt war. 
Beide Proben riefen Oellulosegarung hervor, der saure Boden aber mit 
erheblicher Verzogenmg. 

Archiv tilr Mikrobiologie. Bd. 5. 
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lang wurde noch eine „A-Kultur“ beobachtet, bei der der oben ge- 
nannten Nahrlosung noch, in Anlehnung an Omelianaky, je Kultur- 
gefaO 1 g Calciumsulfat zugesetzt war. Die Kultur war den anderen 
bis auf die fehlende Farbstoffbildung ahnlich. Es ist inzwischen nach- 
gewiesen, daB die Reduktion des Sulfates durch einen Begleitorganismus 
verursacht wird^, der fiir die Cellulosegarung unmittelbar keine Be- 
deutung hat. Es sei noch die bemerkenswerte wiederholte Beobachtung 
hinzugefiigt, daB eine ofters ubergeimi)fte sulfathaltige Kultur, die 
gut Cellulose zersetzte (A-Reihe), bei Uberimpfung in sulfatfreie Nahr- 
losung keine Entwicklung zeigte. 

Neben dem erwahnten fliissigen Substrat wurden noch einige feste 
Nahrboden benutzt, die dazu dienen sollten, moglichst schnell zu einer 
Reinkultur des CeDulosezersetzers zu gelangen; es zeigte sich aber, daB dcts 
Khouvinesche Waschverfahren in Verbindung mit dem Erhitzen des Impf- 
materials das sicherste und schnellste Verfahren zur Reinziichtung der 
sporenbildenden Cellulosezersetzer ist, um so mehr, als die Sporen l>e- 
sonders hitzebestfindig sind. So wurde z. B. noch versucht, die Bakterien 
in einer Wasserstoffatmosphare auf Cellulosebrei, der mit der oben erwahnten 
Nahrlosung getrankt und mit Calciiuncarbonat vermengt ist, oder auf 
Filterscheiben, die auf Glasj)erlen mit der gleichen Nahrlosung lagen und 
mit Calciumcarbonat bestreut waren, zu ziehen. Dies bereitete nicht die 
geringsten Schwierigkeiten, wenn man diese Nahrboden mit einer Auf- 
schwemmung befallener Cellulose beimpfte. Dio ortliche Trennung der 
Keime, die das Wesen des Koch&chen Verfahrens ausmacht, acheint hier 
aber nicht gewahrleistet. Cellulose -Gipsplatten und aus Schwefelsaure 
gefallte Cellulose erwiesen sich als nicht besonders geeignet. 

AuBer diesen Nahrboden wurden noch Fleischwasser, Fleischwasser- 
gelatine und -agar und Glucoseagar* verwendet; ferner wurde in der oben 
genannten Nahrldsimg die Cellulose durch Glucose oder Kartoffelstarke 
ersetzt; schlieBlich wurde noch die Cellulose -Mineralnahrlosung mit Fleisch- 
wasserzusatz benutzt. 

Die Bebriitung erfolgte im allgemeinen im Brutzimmer oder im 
elektrisch geheizten Brutschrank bei 37° C. Die gasanalytischen Versuche 
wurden ausschlieBlich im elektrischen Brutschrank bei 37 ±0,1°C aus- 
gefiihrt, wobei sich die Gasauffanggeratschaften auBerhalb des Brut- 
schrankes befanden. Nur in Sonderversuchen (vgl. S. 198) wurde von 
diesen Daten abgewichen. 

Es wurde noch dor Versuch gemacht, mit Hilfe einer Mikropipette 
Einzellkulturen herzustellen. Aber trotz mehr als 30 Isolierungen mit 
dem Mikromanipulator sowohl in der B-Reihe wie in der E-Reihe, und 
sowohl in der gewohnlichen mineralischen Nahrlosung wie in Fleisch- 
wasser (vgl. S. 201) konnte in keinem Falle ein Anwachson erzielt 
werden. Auch in der Literatur findet man bisher keine einzige Angabe, 

^ Rubent8chik^{CentTalh\. f. Baki. II, 78, 483, 1928); jedoch auch reine 
Kulturen zeigen noch schwache, aus Verunreinigungen des Calciumcarbonats 
herriihrende Schwefelwasserstoffbildung. — ® Pepton 1,2 %, Liebig h Fleisch- 
extrakt 0,8%, Kochsalz 0,2%, Glucose 1 % und Agar 1,6%. 
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naoh der eine Einzellkultur dieser Cellulosezersetzer eindeutig gelungen 
ware (vgl. 8. 187). In dem vorliegenden Falle konnten die einzelnen 
Zellen oft eine Woche und langer im Hangetropfen beobachtet werden, 
ohne daB eine Veranderung an ihnen eingetreten ware. Auch das 
Eintragen von zwei oder drei Zellen in einen Hangetropfen war ohne 
Erfolg. Vermutlich sind diese MiBerfolge darauf zuriickzufuhren, daB 
die benutztenNahrlosungen nicht den optimalen Wachstumsbedingungen 
entsprechen, wofiir ja auch das Auftreten abweichender Formen (vgl. 
S. 196) spricht; es konnte auch sein, daB diese Cellulosezersetzer sehr 
an eine symbiontische Lebensweise gewohnt sind, was mit den Beob- 
achtungen Clauaen^^, Werner^^ und Cowles- Rettger%^ im Einklang ware. 

Ein Teil der Hangetropfenpraparate wurde in gewohnlicher Weise 
durch Auflegen einos Deckglaaes auf einen dem ebenen Tragglas auf- 
gekitteten Ring von bestimmter H6he (es wurde kein gewohnlicher Hohl- 
schliff benutzt, um einwandfreie Beleuchtung, besonders im Dunkelfeld, 
zu erzielen), ein anderer zur Erzielung eines niedrigen Sauerstoffdruckes 
naoh dem Mikro-ForMcr-Verfahren*, hergestellt. Das Eintragen der Hange- 
ti’opfenpraparate in eine Wasserstoffatmosphare empfahl sich nicht, weil 
beim Auspumpen des C^faBes die Tropfen schnell eintrockneten, besonders 
(lann, wenn sie (Cellulose enthielten. 

Die beigegebenen Mikro})hotogramme warden hergestellt mit dem 
Ai>o(5hromat 40 y , Offnungszahl 0,95, mit Korrektionsfassiing, von Zeiss, 
in Verbindung mit dem Hornal III von Zeiss. Es wurde ein Trockensystem 
in diesem Falle vorgezogen, weil immer eine groBere Anzahl von Deck- 
glaspraparaten gleichzeitig zu verarbeiten war, und weil es auf den ITnter- 
schied im Auflosungsvermogen nicht so sehr ankam. Die VergroBerung 
wurde bei alien Aufnahmen auf etwa 700 : 1 gebracht. Beleuchtet wurde 
l>ei den Hellfeldaufnahmen mit dem aplanatischen Kondensor, Offnungs- 
zahl 1,4, von Zeiss bei etwa ein Drittel der Offnung des Objektivs, in alien 
Fallen mit zentraler Einstellung der Kondensor -Iris; Blenden und Licht- 
({uelle befanden sich in der A. Kohler Anordnung. Als Dunkelfeld- 
kondensor diente der Kardioidkondensor Minimalapertur 1,2, von Zeiss, 
in Verbindung mit <ler gleichen Lichtquelle, aber mit parallelen Strahlen- 
biindeln. Die Lichtquelle war eine 5 Amp. Gleichstrombogenlampe mit 
Kollektorlinse; fiir die Hellfeldaufnahmen waren Mattscheiben von ge- 
eigneter Durchlassigkeit und ein Gelbfilter „Lifa'" Orthocolor Nr. 2 
zwischengeschaltet. Als Negativmaterial diente im allgemeinen „Hauff'‘^ 
Ortho-Licht 17® Sch., fiir die Zedernolpraparate (vgl. S. 207) 

Ultra 21® Sch. 

Be{fleitorganismen . 

Die beiden im folgenden beschriebenen Bogleitorganismen warden 
nicht planmaBig herausgczuchtet, sondem nur beilaufig erhalten. 

Bei den Vorsuchen, den Cellulosezersetzer aus der B-Reihe, die 
mit unerhitztem Impfmaterial gefiihrt wurde, auf Cellulosebrei zu 


^ Vgl. S. 187. Auch Khouvine erwahnt, daB mit zunehmender Keinheit 
der Kultur der Anteil der vergorenen Cellulose sinkt. — * Wdmoscher u. 
Vdsarhelyi, Centralbl. f. Bakt. 1. Orig., 128, 260, 1931. 
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ziehen, trat neben dt»m Bakterium noch ein Actinoinyceten-dirtigex 
Organismus auf, der ebenfalla die Cellulose sehr intensiv zersetzte. 
Er unterschcidet sich aber sohoii rein auBerlich von jenem diirch di(‘ 
Bildung eines erdgrunen Farbatoffs and (lurch einen eig(»ntunilichen 
erdartigen Gerueh. Aus den spateren, mit erhitztem Jmpf material 
weitergefiihrten Cberimpf ungen der B-Reihe konntc' (u- nicht wi(‘der 
erhalten werden, so daU er ziernlieh wcmig widerstandafahig gc'gen 
Warme scan muB. 

Leider stellte c'r naeh einigen Oberimpfungen auf dem gleich(‘ii 
Nahrboden daa Wachstum ein, so daB (*r nicht genauer untersucht 
w(‘rden konnte. Ea konnt(' alxT f(\stgt‘stollt werdc^n, daB (t auch, and 



zwar noch uppiger ala in Wasserstoff, bei der SaiK'rstoffspannung d(*r 
Luft gedeiht; aber auch hi(T stidlti' cr bald ac'in Wachstum ein In 
WaascTstoff bildt't der AcMnomycet auf ( Vlluloaebrei sehr zarti*, in 
ihrer Dicke nahe der Auf loan ngsgrenze liegend(^ einfach verzw(‘igt(‘ 
Faden, deren Aste in kkunen Kugelch(‘n (Sporen C endcui, di(' sich 
ebenso wie di(‘ Faden mit gew(5hnlichen Farbstoffen aiifarbi'ii lasscui 
(Abb. 1). B(u gew(3hnlicher 8au(‘rstoffspannung ist das Wachstum 
ahnlich, nur ist die Ausbildung der Faden kraftigerh 

Die Auffindung dieses Actinomyceten war d(*awegen von B(Hleutung, 
weil damit die Frage auftauchte, ob etwa dieser winzige, die (Vllulose- 
faser eng umspinnende and sich damit der Aufmerksamkeit des Beob- 

’ Voix (Jen von Krmnsky ((Viitralbl. f. Hakt. II, 41, 649, J914) an- 
gegebenen eellulosezersetzendeii Actmomycete^i kanie di(\ser vielloieht deni 
Act. grifieyfi odor dein Act. griscoflavus am naehsten, jedocli sind diese nur 
sehwacho (’ollulosezersetzer. Einen der (jlestalt naeh alinlieluui Act mo- 
rn ycetcfi beschreilit Hredemann (Centralbl. f. Hakt. II, 86, 479, 1932), der 
aber braun gefarlit ist und nur Buttersaure abbaut. Im iibrigen findet man 
ahnliehe Actinom yceten zuweilen auf Rostefasorn, wonn man diese mit 
Methylenblau behandelt . 


Kernitnis der CelluloHezersetzuiig iinter niedriger Sauerstoffspamiiing. 193 


achtxTS leicht entziehendt* Orgaiiismus in alien Fallen der eigentliche 
laid Oellulo«ezersetzer ist, iind ob otwa das YonOmeliansky u. A. 

beschri(*b(*ne Bakterium nur die liolle eines Bt'gleiters bei der Cellulose- 
zersetzung spi(*lt. Dagegen sprieht aber seine geringe Hitzebestandigkeit, 
and vor allem di(‘ Moglichkeit, daB viele Generationen in Fleischwasser 
gewaehsene Bakterien wieder mit Erfolg 
in di(' C(‘lliilose-]Vlineral]()sung zuruckge- 
impft werden konnen (vgl. S. 201); wir 
konmai daher mit Sieherbeit sag(‘n, daB 
das Bakterinni nieht aiif die ,,V()rarbeit“ 
des Actinomycet(n angewiesen ist. 

Kernel* wurde aus derselben B-Keihe 
noeli ein Biittersaure bildender Cocnhs 
herausgeziiehtet, der aiiBc^rlieh Azotobacter 
ahnlieh sieht, and aaeh wie dieser, 
einen Sehl(‘imb()f hat (Abb. 2). Er wachst 
alx'r nar bei sehr ni(‘driger Saaerstoff- 
spaiaiang. Fm* den Abbaa der (Vllalose 
setaant er k(‘in(‘ Bedeatang za haben. 

\V<tchstu>n (h8 (Ullul()fi(z<r.sitzir,s hi dtr (Ulhthm -MineraJndhrloHUVij. 

Die aas d(*n vcTsehiedenen Erdproben litTaasgezachteten (‘ellalose- 
z(‘rsetz(*nden Bakt(‘ri(*n gl(‘ielien, in der angegebenen Nahrlosang ge- 



Abb. 2. 

\zotobacter-tihiAicheT Organismus 
Natiirliches Priiparat in Tusche 
llellfeld. 



Ncuui.ilo Form dcs collulosezeisot/fiideii Ibikteiiuins naluilicbes Prbparat, links bei Duiikel- 
feld-, lerhts bei Ilellfeldbeleuehtiin^. 


zogen, zar Zeit ihrer aasge])ragtesten Entwieklang iin weseiitlichen den 
Formen, wi(' sie Omeliansicy and die naasttai anderen Aatoren als die 
Erreger der (Vllalosegarang beselireiben. Aaeh die als thermopliilo 
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Cellulosezersetzer beschriebenen Formon roihen sich bier ein. Die 
Abb. 3 und 4 (linke Bildhalfte) zeigen diese Formen unter vorschiedenen 
Praparationsbedingungen ; diese Form aei weitt'rhin die normale Form 
genannt. In Abb. 3 (links) sieht man die auBere Kontur des Bakteriums, 
die in dieaem Stadium steta bei l)unkelfeldl)cdcuc*htung auftritt. Abb. 3 
(rechts) zeigt daaseli)e bei Hellfeldbc'leuchtung ; an diesem Bilde sieht 
man auch, wie dicht imter IJmstanden cine Faser besotzt aein kann 
ferner, daB das aporcntragende Ende stets der Faser abgewandt ist. 
Die sporenlosen Stabchen sind oft lebhaft beweglich, die aporentragendc'ii 
sehr selten. Die Vergarung der Cellulose gelit unter gering(T Gaseiit- 
wicklung und gewohnlich auch unter Bildung eines gellx^n bis orange- 



\bl> 4 

Links iioimale Form des (’ollulosozersotzers hilzefixieit und nut Carbolfnchsm Kt*fH,ibt, 
rechts. AmifJobacter^ 'lioinmelschleKelform, bohandelt mil Jod 


gelben Farbstoffes vor sich. Abb. 4 (links) zeigt das hitz(*fixierte und 
mit Carbolfuchsin gefarbtt' Praparat, man sieht die benuts von Khonrivf 
angegebene granulierte Anfarbung der Stabclien, di(‘ reifen Sponui 
farben sich nur nach vorherigi'r Biuzung Die normale Form der ( Vllulost*- 
z(*rsetzer wurde auch auf den Flatten aus Cellulosebrei oder auf dcui 
Filterscheiben erhalten. Der dabei auftretende Faibstotf war zwai 
etwas heller, aber reincr und satter als in den Flussigkeitskulturen 

In der Literatur sind di(* Angaben uber Form, Ausbildung und GroBe 
der Spore ziemlich schwankend , gerii w(‘rden sie zur Unterscheidung 
verschiedener ,,Arten“ benutzt. Nach nieinen Krfahrungen sind dies(‘ 
Eigenschaften aber im VtTlauf der Fortzuchtung, selbst innerhalb ein(‘r 
Reihe, d(‘rart unstet, daB sie irgendwk* als tlnterscheidungsmtTkmale 
kaum zu verwerten sein durften. So scheint es z. B. auch nicht an- 
gangig, daB man nach den von Ornelimisky gegebenen Abbild ungen zwei 
verschiedene Typen der Cellulosezersetzer unterscheidet, ganz davon 
abgesehen, daB in diesem Falle auch noch andere Grundc* dagegen 
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8precht‘n (vgl. S. 186 und 214). (ieringe Schwankungeii in der Sporen- 
form und -groBe kommen sogar in ein und derseJben ausgeglichensten 
Kultur vor, wie Abb. 3 (links) andeutet. 

Wenig(T Angaben findot man in der Literatur uber die Jugend- und 
Altersformen der Cellulosezersetzer Die Beobaehtung der Jugendformen 
gelingt auBerordentlich selten. Ob- 
gleieh ieh sehr viele Kulturen vor 
Beginn der (Jarung oder Farbstoff- 
biJdung mikroskopiseh kontrollic^rt 
hab(‘, ist es mir doeh nur in wenigen 
Fallen gelungen, di(‘ oft lebhaft 
bew(*gliehen Jugendformen, die 
nieist Spindelgestalt haben, zu er- 
fassen. M(‘ist(ms findet man noeh 
Sy)or(‘n von dem Impf material, 
di<‘ aber durchweg von (‘inem 
schwa(‘h liehtbreehenden Hoi um- 
g(‘])(‘n ersc*h(*inen, und die sieh 
aug(‘nseh(‘inlich ira Zustande der 
,,Keimung“ befinden. Das Aus- 
t retell eines Keimselilauehes babe 
jell allerdings ni(‘ beobaehtet ; wahr- 
selu'inlieh findet aueh uberhau])t 
nur eine ^Vrquellung der auBeren 
S])oi’en])artien und eine Streekung 
der inneren Teile static Die sieh 
entwiekeinden Formensind zunachst 
Am}flobaci(r nieht ganz unahnlieh, zuweilen (Tseheinen sie etwas 
seliraubig verbogen. (h'legiuitlieh findet man dann einzelne (Vllulose- 
fas(*rn, an dmum sieh die* Sjiindeln anzusidzen beginnim (Abb. 5). Naeh 
der Anhc'ftung streeken sieh die S})indeln, so daB man zu einem be- 
stimmten Zeitpunkte alle moglichen (^bergange zwisehen der Spindel- 
form (Abb. 6, reelits b) und der Stabehen- bzw. Trommelsehlegelform 
(Abb. 6, rechts a) findet: es wird aber aueh sehon die Ausbildung 
abweiehender Formen angedeut(‘t (Abb. 6, links in Pfeilriehtung). Die 
Zeits})anne, in der die Jugend- und t^bergangsformen auftreten, muB 
auBerordentlieh kurz sein: es kann sieh, nach d(T Seltenheit ihrer 
Auffindung, nur um wenige Stunden handeln. 

F.s sei in dii'sem Zusammenhang darauf hingewiesen, daB anderer- 
seits aueh Amylobacter — wenn nieht gerade haufig — so doeh zuweilen 

^ Dafiii* sjaioht z. B., tlafl die iimereii Teile der jungeii Formen starker 
Farlistoff aufnehmen als die }>eriphereii Teile, wie aus Abb. 6 hervorgeht. 



Abb. 5 

.Ingendfornion des (’elliilo«;ezersetzers, sich 
an einc Cellulosefaser anheftend , natui- 
lichoK PiHparat. 
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die gestreckte Form des Trommelschlegels annehmen kaim^ (Abb 74, 
rechts) und dann dem Cellulosezersctzer aiiBerlich ahnlich wird. Ob 
dadurch irgendwelche „verwandt8chaftlichen‘‘ Beziehiingen zum Aus- 
druck kommen, mag dahingestellt bleiben : immerhin ist beach tens wert, 
daB neben physiologischen Ahnlichkeiten anch solche der (lestalt 
l^stehen. 

Neben diesen normalen Formen findet man aber, sowohl in der 
Cellulose-Mineralnahrldsiing, wie auf (Hlulosebrei und Filterscheiben 
in Wasserstoff, Formen, die mehr oder weniger von diesen abweiclien. 
Am haufigston findet man — wohl in jeder Kultur — fadige Ab- 



Abb. 0 

rberpang&founcn des Cellulosezersetzers , lufttrockeii mit verdunntem Carbolfuchsin gefttrbt. 

weiehungen, und die (tbergange zu den normalen Formen sind meist 
reichlich anzutreffen. Bei den kurzeren ,,Faden“ kommt es meistens 
noch zur Sporenbildung, wie aus Abb. 7 ersichtli(*h ist, oft bestehen 
diese Faden aus zwei, selten aus mehreren Stucken. In einzelnen Fallen 
werden diese Faden reclit lang; so zeigen Abb. 16 (Mitt(‘) und Abb. 20 
langere Faden und Abb. 8 ein ganzes ,,Ne8t“ eines Fadengewirres , 
diese Faden sciuunen die Fahigkeit zur Sporenbildung eingebuBt zu 
haben. Sie erscheimm zuweilen, wie auch sogar normale Formt*n, 
verzweigt; dies ist aber entweder bei fixierten Praparattui durch zn- 
falligi* Anordnung beim Antrocknen oder im naturlichen Praparat, wie 
Abb. 9 zeigt, dadurch zustandegekommen, daB noch mehrcTc Faden 
oder Stabehen einem kleinen Stuckehen einer Cellulosefaser anhaften: 
diese kann dann man dann oft im polarisierten Lichte nachwtusen. 
Echte Verzweigungen treten bei diesen Formen nicht auf. 

Tn der Regel pflegt an einem Ende des Stabchens, an dem sieh 
spater die Spore ausbildet, eine Anschwellung zu entstehen (Trommel- 

1 Vgl. N, kSvartz, (^entralbl. f. Bakt. I. Orig., 125, 115, 1932. 
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schlegelform), die sich dadurch von der fertigen Spore unterscheidet, 
daB sie auch ohne Beizung die gewohnlichen Farbstoffe annimmt. Oft 
aber bilden sich solche Anschwellungen in oder nahc der Mitte des 
Stabchens; es kommt dann freilich nicht mehr immer ziir Sporen- 
bildung Oder wenigstens nicht an der Steile der Anschwellung. Solche 
abweichenden Formen sehen wir in den Abb. 7 imd 10. Abb. 7 (oben, 




Abb 7 

Ab\\ eiohende Formen. Nnturliche Prftparate. Oben. Anschwellung und Spore an 
verscbiedenen Stellen, (’itronenfoim, Faden. riiten: Fadcn uber die Spore hlnaus fortgesetzt. 
Oben Mitlc und unlen links und lechts Dunkclfeld, anderes Hellfeld 


links) zeigt, daB trotz der mittleren Anschwellung noch eine endstandigt* 
Spore ausgebildet wurde: in der unteren Reihe dieser Abbildung finden 
sich Formen, bei denen die Anschw'ellung sehr nahe an iMiiem Ende 
sitzt, so daB sich das Stabchen scheinbar noch uber die Spore hinaus 
fortsetzt. Bei den Formen der Abb. 7 (oben, IVlitte) und Abb. 10 ist die 
Anschwellung weitergetrieben, so daB die Bakterien zum Teil (jitronen* 
gestalt angenomiiKui haben. Es ist in diesem Zusammenhang inter- 
essant, daB auch TetraulO in seinen Kulturen thermophiler CVllulose- 
zersetzer gerade dieselben abweichenden Formen gefunden und genau 
beschrieben hat. 


’ Centralbl. f. Bakt. JI, HI, 28, 1930. Irgendwelehe Iiilialtskor})er, wie 
sie Tetrault angilit, wurden hier in den Ansehwellungon nicht gefunden. 
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Wodurch die Ausbildung dieser Formcn verursacht wird, ist nicht 
ersichtlich, man muC schon annehmen, daB die benutzte Cellulose- 
Mineralnahrlosung den Anspriichcn der Ccllulosezersetzer nur mangelhaft 
genugt; hierfiir spricht auch dor MiBerfolg mit den Einzellkulturen. 
Kiinstlich konnten solche abweichenden Formcn niemals dauernd 

hervorgerufen werden, 

I weder durch Zusatz von 
' Roizstoffen zur Nahrlosung 
I noch durch Bebriiten l>ei 
einer andcren Temperatur. 
Andere Formen wi(‘ die 
beschriobenen wurdc^i in 
der (Vlhilos(‘-Mineralnahr- 
Ibsung nicht beobarhtet. 

Es wurde weiter unter- 
sueht, welchen EinfluB (*in(‘ 
Veranderung der Tempe- 
ratur wahrend der Bel)ru- 
y tung auf das Wachstum 

^Nest^ einos Fadeugewirres. Natuiliclies Prapaiat, ausubt. Bie glinstigste 

*^^**^®^^^* Temperatur liegt bei 35 bis 

45® C. Bei niederer Temperatur tritt 

nur eine Vc'rzogerung des Garungs- 

^ ^ beginns, aber koine sonstige AndtTung 

. ^ ein; bei Temperaturen, die sich 55® G 

- ^ \ naheni, tritt ebenfalls eine Verzog(‘rung 

, ein, aber es geht damit auch die Fahig- 

keit zur Farbstoffbildung zuruck. Bed 

^ j 60® C tritt selbst nach langer Zeit kein 

' • ' Wachstum mehr ein. 

^ ^ Es drangt sich hiermit die Frage 

' auf, ob trotz dieses letzten Ergebnisses 

„ . . , , die von Tetrault und anderen untiT- 

Schomhar verzw eigte (Vliulosezersetzei. 

Natiirliches Prdparat , Helifeld. suchten thermophilen Collulosc^zer- 

setzer, deren Temperaturoptimum ja 
noch oberhalb des Temperaturmaximums des hier bcschriebenen Cellulose- 
zersetzers liegt, von diesem wesensverschiedf^n sind, odor ob jene nur 
durch langsame ,,Anpas8ung“ an hohere Temperaturen gewohnt sind. 
Man konnte sich ja vorstellen, daB sie in den oberen Bodenschichttm, 
in denen bei pj-aller Sonneneinstrahlung in einzelnen an der Oberflache 
liegenden Partikelchen wohl Temperaturen von der in Frage kommenden 
Hohe erreicht werden mogen, dazu Gelegenheit fanden. Auffallend 
ist jedenfalls die weitgehende Ubereinstimmung beider Formengruppen 


'M' 


Abb 9. 

Schoinbar verzw eigte Celiulosezersetzei. 
Natiirliches Prdparat, Helifeld. 
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nicht nur in physiologischer^, sondern vor allem in morphologischer 
Hinsicht, die sogar soweit geht, daB sclbst die abweichenden Formen 
die gleichen sind. Ich mochte aus diesem Grunde, und bevor wir 
nicht eindeutige Kriterien fur die Artabgrenzung bei den Bakterien 
haben, mich fiir di(‘ zweite Auffaasung entscheiden. 

Das s])()renhalt ige Impfiriatorial wunio iin allgemeinen Stunde 
Jang auf 75® C’ wahrencJ der letzten Wascjie erlntzt. Kbcmso langes Er- 
Jiitzen auf 80 und 90® C hatto kemen Emflufl auf den Verlauf dos Wachstums; 
^/ 4 stiui(Jiges Eihitzeii aui 100® verzogorte den Waehstuinsbeginn um 
emige Zeit; m (Jer Kultur trat voriiJiergehend eine Erhohimg des Anteiles 
der a})W(uehen(Jen Formen em, der alier in den unt(‘i gleieJien Bedingungen 



Abb. 10 

Abweu’hende Foniu'n nut mittlerer AnsehA\ elluiif; AUtte ausp^eprlii^tc Citiniienform. 
Natuihfhe Ciftpaiute Hellfeki 


einige Zeit foi tgefuhrten Weiteriniptuiigeii 's^ieder zuruekging ^ 'g^'tundiges 
Eihitzen des linpfniatei lals auf 100® C verzogerte don Begmn der (laning 
auf etwa I Mount gegenubei 5 bis 8 Tagen der wie gewohnlieh Jiehandolten 
VVeitei iniptung. Die Sporen \on Am ylohacter eitragen naeli Bndemmm^ 
5 Minuten langes Erliitzen aut 100® (’ nieht inehr. 

Das Verhalten des hier untersuchten CVllulos(‘zersetzers gegenuber 
Sauerstoff ist benierkenswert und weicjit von dem z. B. von Khouvme 
angegebenen Wrhaltt'ii ihres Organismus erheblich ab. Es wurde 
namlich beobachtet, daB die Sperrflussigkeit vor Beginn der Garung 
in das Spt^rrohr ziirucksteigt. Das Ergebnis der Gasanalywe (vgl. S. 218) 
zeigt, daB hierbei fast der ganze Saiierstoff verbraucht wurde. Um 
nun qualitativ festzustidlen, ob eine gunstigste Sauerstoffspannung 

^ Prmgsheim (Gentralbl. f. Bakt. II, 38, 513, 1913) findet allerdings, 
daB bei don thermojihilon Ctdiulosezersetzern, im Gegensatz zu den meso- 
[iliilen, Buttorsaure nieht entsteht. — “ (^entralbl. f. Bakt. II, 28, 385, 1909. 
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fiir das Wachstum dieses Cellulosezersetzers besteht, wurden fiinf von 
den beschriebenen VersuchsgefaBen mit Cellulose-Mineralnahrlosung 
gefiillt, derart, daB in dem einen GefaB die Nahrlosung bis zum VerschluB 
reichte, in dem zweiten 10 ccm, in dem dritten 20 ccm, in dem vierten 
40 ccm und in dem fiinf ten 60 ccm Luft iibcr der Fliissigkeit blieben. 
Die Ganing begann zuerst im vierten GefaB und in den anderen GcfaBen 
um so spa ter, je mehr die iiberstehende Luftmenge von der im vierten 
GefaB nach oben oder unten abwich. Mit der Zeit glichen sich die Unter- 
schiede mehr oder weniger aus. Je mehr Luft iiber der Nahrfliissigkeit 
stand, desto starker war die iiber der Cellulose stehende Fliissigkeit 
getriibt. Die Farbstoffbildung war am ausgepragtesten ebenfalls im 
vierten GefaB (vgl. S. 204), am wenigsten in dem ersten und fiinf ttui 
VersuchsgefaB. Bei der Sauerstoffspannung der Luft gediehen diese 
(Hlulosezersetzer in der Cellulose-Mineralnahrlosung nicht mehr. 

Wachstum auf anderefi Ndhrstofjeu, 

Nachdem man festgestellt hatte, daB manche Stoffe, wie z. B. 
Magnesiumsulfat, bei Bakterien und Actinom yceten Ansch well ungen, 
,,Involutionsformen“, hervorrufen^ lag es nahe, dureh Zusatz solcher 
Stoffe zur Cellulose -Minerallosung die oben beschriebenen abweichenden 
Formen kiinstlich zu erzeugen. Zu diesem Zwecke wurden Zusatze 
von Magnesiumsulfat in Mengen von 1, 2 und 5% zur Nahrlosung 
gemacht. 

Bei den beiden geringen Magnesiumsulfatgaben trat eine schwache 
Verzogerung im Anwachsen ein, und die Filtrierpapierstreifen wurden 
mehr in einzelnen Punkten als gleichmaBig angegriffen ; dic's ist allcTdings 
keine Besonderheit, da ein solehes Anwachsen auch bei unbehandeltcm 
Kulturen zuweilen beobachtet wurde^. Sonst verlief die Garung aber 
regelmaBig, und nach einiger Zeit war die (Hlulose bis auf einen geringen 
Rest zerfallen. Das mikroskopische Bild der Kulturen war normal. 
Bei dem hohen Magnesiumsulfatzusatz war die Verzogerung erheblicher. 
und wahrend der Wachstumszeit wurde nur ein Teil der Filterstreifen 
angegriffen, wahrend der Rest selbst nach sehr langem 8tehen der 
Kultur iinversehrt zuriickblieb. Das mikroskopische Bild war nicht 
das erwartete; das Wachstum war zwar sehr uneinheitlich, neben 
wenigen jungeren fand man sehr viele alternde Formen (vgl. S. 209) 
und ferner reife Sporen, aber die abweichenden Formen, insbesondere die 
Anschwell ungen, waren kaum haufiger als in den normalen Kulturen. 
Auffallend waren nur einige fadige Formen, die, im Gegensatz zu den 

^ Stapp u. Zychcu diese Zeitschr. 2, 493, 1931; Pietschmann u. Ripprl, 
el>enda 8, 422, 1932. — ^ Dieses wurde auch von Onteliansicy und Khou^ 
vine angegeben. 
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sonst beobachteten Faden, unregelmaBige bauchige Anschwellungen 
zeigten (Abb. 11). 

Setzt man zu der Mineralnahrlosung anstatt der Cellulose Glykose 
oder Kartoffelstarke, so tritt keine Garung cin; cbensowenig hat ein 
Zusatz von Glykose zu der Cellulose-Mineralldsung cinen beschleuni- 
genden oder verzogernden EinfluB auf den Ablauf der Garung. Auch 
der Zusatz von nicht mehr als etwa 10 % Fleischwasser zu dieser Nahr- 
losung bringt keine Anderung. 

Impft man einen im Zerfall befindlichen Filtorstreifen in reines 
Fleischwasser, so sieht man nach einiger Zeit eine Triibung eintreten, 
die sich aber an der Ober- 
flache halt und hier schlieBlich 
ein lockeres Hautchen bildet. 

Im mikroskopischen Bilde er- 
seheinen dann zunachst lebhaft 
bewegliche, spindelfdrmige 
Stabchen, die nach einiger 
Zeit an einem Ende eine Spore 
ausbilden. Zuweilen zeigen si(' 
deutlich sichtbare Inhalts- 
korjier, besonders die alteren 
Formen. Diese Spindelformen 
trekui bei hoher wie ]>ei nie- 
driger Sauerstoffspannung auf. 

Da in dem Versuch von einer vermutlich reinen Kultur (Bgg) des Cellulose- 
zersetz(*rs ausgegangen wurde, und da auch das raikroskopische Bild 
der Fleischwasserkultur den Eindruck einer Reinkultur machti% lag 
es nahe, anzunehmen, daB es sich auch hier um den Ollulosezersetzer 
selbst handeltt‘. Der Beweis hierfur wurd(‘ dadurch erbracht, daB aus 
(‘iner langen Reihe von Weiterimpf ungen in Fleischwasser wieder in 
die (\dliilos(*-lVlineralldsung mit Erfolg zuriickgeimpft werden konnte. 
Der Mineral l()sung war in einem Falle kein Zusatz, im anderen Falle 
ein Zusatz von 10 Fleischwasser gemacht worden: in diese Losungen 
wurden 5 (x*m einmal von der 18. Gberimpfung, ein weiteres Mai von 
der 33. Uberimpfung der Fleischwasserkultur hineingeimpft. In alien 
Fallen wuchsen die Kulturen an; und zwar aus der 18. t)berimpfung 
zuerst in der Ldsung mit Fleischwasser, aus der 33. zuerst in der ohne 
Zusatz, woraus die Zufalligkeit des fniheren Anwachsens in jedem 
Falle hervorgeht. 

Gegen den Ein wand, daB es sich hier doch urn ein anderes Bakterium 
handele, und daB die Sporen des eigentlichon Cellulosezersetzers bei 
den tJberimpf ungen ,,mitgeschlep]:)t“ seien, spricht seine auBerordentlieh 
geringeWahrscheinlichkeit. I^nn die benutzto Plat inose faBte etwa 5cbmm, 


* 


Abb. 11. 

ollener Faden in (’ellulose-Minerallosnng 
nut 5^0 Magnesiumsulfatzusatz. Naturllches 
Praparat; Dunkelfeld. 
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das R6hrchen mit Fleischwasser etwa lO^cbinm Fliissigkeit; nimmt man 
nun an, daB der Inhalt der ersten Fleischwasserkultur fast ausschlieBlich 
aus Sporen des Cellulosezersetzers und nur einer Spur des hypothetischen 
in Fleischwasser gedeihenden Bakteriums bestehe, und daB jede Spore 
1 /i* Rauminhalt hat, so wiirde — Un veranderlichkeit und volligo Zu- 
sammenhangslosigkeit der Sj)oron vorausgesetzt — in der 18. Weiter- 
impfung in Fleischwasser eine einzige S}x>re des C^^ellulosezersetzers nur 
noch mit der Wahrscheinlichkeit von weniger als . 10 zii erwarten 
sein, in der 33.natui‘lich mit noch unendlich viel kleinerer Wahrscheinlichkeit, 
so daB praktisch die Moglichkeit einer Mitschleppung vollig ausgeschlossen 
ist. Ahniiche Betrachtungen gelteii iibrigens fiir das Khouinne^Qhe Wasch- 
verfahren. 

Merkwiirdigerweise wurde Cellulose in reinem Fleischwasser niemals 
angegriffen, dagegen dicht von den Bakterien besetzt^ 



Abb 12. 

Zerfallende Tromraelschlegelfomi und entstehende Spindelformen in Fleischwasser. Natur- 
liches Piaparat; links Dnnkelfeld, rechts der gleiehe Bildausschnitt Hellfeld 

Es wurde aber auch umgekehrt der Bcweis erbraeht, daB die 
normalen Formen des Cellulosezersetzers, wie man sie in der C.Vllulose- 
Minerallosung findet, in Fledschwasser nicht bestandig sind und zer- 
fallen, und daB ihre Sporen sich dann zu spindelformigen Stabchen 
entwickeln. Abb. 13 zeigt die in einzelne Stiickc' zerfallende normale 
Form, das Sporenende hat sich gerade vom Stabchen abgetrc'iint. 
Die Ausbildung der Spindelform zeigt Abb. 12; im Dunkelfcddbild 
treten die zerfallenden normalen Formen, im Hellteldbild besonders die 
Spindelformen hervor. Diese Bilder wurden dadurch erhalten, daB mit 
Hilfe des Mikromanipulators eine einzelne, stark von normalen Formen 
besetzte (Vllulosc'faser in einen Fleischwasserhangetropfen eingetragen 

^ Cowles- Bettger und Wemer finden, daB Cellulose auch in Fleischwasser 
zerfallt; bei Wemer wachsen die Cellulosozorsetzer auf Fleischwasser odor 
Fleischwasseragar ohne Cellulosezusatz nicht. 
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wurde Nach eimgen Stunden Bebrutung wurde die Aufnahme am 
unfixierten, etwas angetrockneten Praparat gemacht Auf festen 
Fleischwassemahrboden bilden sich die gleichen Formen aus Die Farbe 
dieser Kulturen ist schmutzigweiB, Gasbildung fehlt 

Ferner wurden noch Stnch- und Stichkulturen in Dextroseagar 
uiitersucht Im allgemeinen wurden ahnliche Formen erhalten wie in 
Fleischwasser, im Stichkanal war das 
Wachstum nur sparlich Am Rande des 
Stichkanalb wurden merkwurdigerweise 
Foimen erhalten, wie sie Abb 14 zeigt, 
links sieht man das hitzefixieite und mit 
Caibolfuchsm gefarbte, rechts das natur- 
liche Piaparat Auffallig sind die neben 
den klemen Stabchen auftietendeii Faden 
(ladurch, daB sie in der Nahe der Mitte 
eine klumpige Ans( hw(*llung tragen 
(Abb 14, 1 edits, m Pfeiliichtung) , diese 
Anschwellung fallt nach dem Hitzefixieren 
zusammen, ihre Stelle bleibt aber nach 
del Anfaibung durch (ine gioBerc Farb- 
stoffanhaufung (Abb 14, links in Pfeil- 
iichtung) noch (rkcnnbai Es scheint 
(lemnach so, daB auf den letztgenannten Nahrsubstraten msbesondeie 
auf Ikxtioseagai, im (Jegensatz zur CVllulose Mineralnahrlosung bzw 
den daiaus abgeleiteten festen Nahrbod^n, die Cellulose zeisetzer nui 
b(i der Saiierstoflsjianiumg dei Luft „noimar‘ gedeihen dabei untei 
scheiden sich allei dings schon die ,noimclen‘ Formen auf beiden 



Abb 11 

In Stuckc zerfaliende Irommel 
fe( hlegelform, die In Fleischwasser 
eingetragen wurde Xatililiches 
Prttparat Dunkelfeld 



Abb U 

Abweltbeiide loinien am Stichkannl in 1) Agar Links hitzeflxiert und nut Carbolfiuhsin 
gefftrbt 1 edits iiatui lubes Prilparat Hellfeld 
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Nahrboden voneinandor. DaB verschieden zusammengesetzte Nahr- 
substrate unter Umstanden eine verschiedene optimale Sauerstoff- 
spannung bedingen, darauf ist bereits von Zycha^ hinge wiesen worden. 

Bei den D-Agarstichkulturen ist noch bemerkenswert, daB bei 
einer Abimpfung aus der E-Reihe etwa 2 mm unter der Agaroberflache 
ein carminroter Farbstoffring auftrat, der bei Abimpfungen von dieaer 
Kultur wieder erhalten wurde; dagegen trat er nicht wiedcr auf bei 
neuen Abimpfungen aus hohercn Weiterimpfungen der E-Keihe. Es 
konnte daher nicht festgestellt werden, wieweit diese Farbstoffbildung 
mit der bei der Cellulosezersetzung auftretenden etwas zu tun hat. 

Farbstoffbildung^ 

Die Cellulosezersetzung unter niedriger Sauerstoffspannung ist 
nicht unter alien Umstanden von einer Farbstoffbildung Ix^gleitet; so 
fehlte diese z. B. in einer nur wenige Uberimpf ungen gefiihrten (^Kultur 
von vornherein vollstandig, wahrend es in einer anderen, D-Kultur, 
nur zu einer ganz schwachen Farbstoffbildung kam. In der Kegel 
pflegt bei alien Kulturen die Farbstoffbildung nach Uberschreitung 
einer gewissen, allerdings von Kultur zu Kultur wechselnden Anzahl 
von Weiterimpfungen abzuklingen. Welche auBeren Bedingungen fur 
das Zustandekommen und den zeitlichen Verlauf der Farbstoffbildung 
maBgebend sind, konnte nicht ermittelt werden. Jedoch scheint das 
Bestehen einer gewissen, wenn auch geringen, Sauerstoffspannung 
erforderlich zu sein; denn es gelang niemals, den Farbstoff (zwecks 
Gewinnung einer groBeren Menge) in groBen KulturgefaBen von etwa 
4 bis 8 Liter Inhalt ^ in gleicher Tntensitat zu erhalten wie in den kleinen 
GofaBen von Liter, obgleich nach langerer Zeit auch in jenen eine, 
wenn auch trage Garung der Cellulose in Gang kam. Erst wenn der 
GarverschluB des GefaBes geoffnet war, trat in den oberen Schichten 
der am Boden lagernden Cellulose eine maBige Gelbfarbung auf. Auch 
in den kleinen KulturgefaBen war die Farbstoffbildung kraftiger, wenn 
von vornherein etwas Luft fiber der Nahrfliissigkeit belassen wurdc' 
(vgl. S. 200). 

Der Farbstoff ist drtlich an die Stabchen und Trommelschlegel 
gebunden, und er tritt in der Kultur gleichzeitig mit dem Erscheinen 
dieser Formcn auf. Den Farbstoff an diesen Formen unmittelbar mikro- 
skopisch nachzuweisen, ist bei der absolut geringen GroBe der einzelnen 
Baktorien und der damit verbundenen geringen Anhaufung des Farb- 
stoffes auBerordentlich schwer. Es gelingt dies aber, wenn man die 
genannten Fprmen mit etwa gleichgroBen Stabchen oines anderen 

^ Diese Zeitschr. 8, 194, 1932. — ^ j)i©ge enthielten obenso, wie an- 
fangs die kleinen GefaBe, keine Luft iiber der Nahrlosung. 
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farblosen Bakteriums mischt (z. B. B. mycoides) und bei Bunkelfeld- 
beleuchtung mit hoher Offnungszahl (n. Ap. > 1) betrachtet: es heben 
sich daim die OUulosezersctzer durch Kontrastwirkung Icuchtend 
goldgelb von den weiB erscheinenden anderen Stabchen ab. Der Farb- 
stoff muB sich auch wohl ausschlieBlich in den auBeren Teilen der Zelle 
befinden; denn bei den alternden Formen, in denen die Sporenbildung 
kurz vor der Vollendung steht, erscheint der allein iibrig bleibende 
axiale Teil (vgl. S. 209) rein weiB ; dies fallt besonders auf , wenn Formen 
verschiedenen Alterszustandes in der Kultur verbreten sind. 

Der Farbstoff teilt sich in der Regel der Ollulosefaser mit, oft so 
stark, daB die einzelne Faser auch im mikroskopischen Bilde sattgelb 
erscheint. Der Farbstoff geht dann offenbar aus den poripheren Teilen 
der Zelle auf die Faser iiber. 

Die in den j ungen Kulturen auftretenden Spindeln scheinen wenig 
Oder gar keinen Farbstoff zu besitzen: es ist wahrscheinlich, daB die 
Bildung des gelben Farbstoffes in dem Augenblick einsetzt, in dem die 
CelJulosefaser selbst angegriffen wird, so daB seine Entstehung wohl 
unmittelbar mit dem Abbau der Cellulose zusammonhangen muB. 
Denn in den Fleischwasser- und D-Agarkulturen erscheinen die Cellulose- 
zersetzer schmutzig weiB bis grau, ohne gelben Ton oder Farbstoff- 
bildung uberhaupt, mit Ausnahme der einen, S. 204, erwahnten Ab- 
impfung aus der E-Keihe in D-Agar. 

Der gelbe Farbstoff laBt sich aus (h*r Faser weder mit Wasser 
noch mit verdunnten Saimui oder Ijaugen, noch mit Ammoniak heraus- 
Idsen ; ebenso wenig scheint dieser Farbstoff Id'^lich zu sein in den gc*- 
brauchlichen organisehen LdsungsmitteJn wie Alkohol, Ather, Benzol 
oder Xylol b Ziiweilen war allerdings b(‘i ganz alten Kulturen die iiber 
dem (kdluloserest stehendt* Fliissigkeit schwaeh gelblich gefarbt^. Die 
Gewinnung (*iner groBeren Menge F'arbstoff zweeks chemischer Unter- 
suchung gelang daher nieht (vgl. aueh 8. 204). Der an die Faser ge- 
bund(*ne Farbstoff schlagt bei der Behandlung mit verdunnten Sauren in 
ein Fhuschrot um ; bei d(*r Behandlung mit verdiinnten Alkalien verandert 
er die Farbe kaum oder wird hdchstens etwas dunkler und schmutzig. 
Starke Sauren, die die Faser zerstoren, zt*rst()ren mit ihr auch den 
Farbstoff. 

^ Khouvine findet in ihreii l^ntersiich ungen, daB der gelbe Farbstoff in 
Alkohol loslieh ist ; entweder handelt es sieh um einen anderen Farbstoff 
oder aln^r, da Fakalextrakt zur Kahrldsung zugosetzt wurde, ist es nieht 
ganz ausgeschlossen, daB sich nieht der Farbstoff der Cellulosefasor, sondern 
etwa in die Nahrlosung geratene Gallenfarbstoffe in Alkohol gelost haben. 
— * Dieso Farbung kann allerdings aueh von dem Erdextrakt allein 
herriihron, da wegen der Auswechselung des Garverschlusaes dureh einen 
Wattej)fropfen bei den ausgegorenen Kulturen nach und naeh etwas von 
der Nahrlosung verdunstete. 

Archlv fUr Mlkrobiologie. Bd. 5. 
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Nicht nur die Fahigkeit zur Farbstoffbildung iiberhaupt, sondern auch 
der feinere Ton der Farbe wech«elt von Kultur zu Kultur und bei derselben 
Kultur im Verlaufe der Wachstnmszeit. So war z. B. in der E-Reihe wie 
in der B-Reihe znnachst nach der Isolierung aus Erde die Farbstoffbildung 
wenig auBgepragt imd der Ton schmutzig gelb ; mit fortschreitender Reinheit 
der Kultur nahm dann die Tiefe und Sattigung der Farbe bis zu einem 
Hochstwert zu — im Verlauf der Weiterim]:)fungen allerdings schwankend — , 
bis sie nach einer verhaltnismaflig hohen Zahl von Weiterim])f ungen immer 
blasser wurde und schliefilich ganz verschwand. Hiermit geht ein ent- 
8j)rechender G-rad der Einheitlichkeit und Lobenskraftigkeit der Kultur 
einher. Die beiden Kulturen unterscheiden sich hinsichtlich dieses Ablaufes 
darin, daB er in der E-Reihe erheblich schneller erfolgte als in der B-Reihe: 
die Farbstoffbildung in der E-Reihe blieb bereits nach 20 Weitcjrimpf ungen 
aus, in der B-Reihe erst nach 65. Dem entsprechen etwa ®/4 Jahre in der 
E-Reihe gegeniiber 2 Jahren in der B-Reihe. Zur Zeit der groBten Sattigung 
war der Farbton in der E-Reihe ein tiefes Orange, in der B-Reihe ein mehr 
gelbliches Orange. Durch einen Unterscjhied in der Reaktion der Losung 
kann dies nicht verursacht sein; denn die Losung ist zu Bogimi des Wachs- 
tums schwach alkalisch (pn = 8), zuni SchluB der Oarung, wie zu erwarten, 
neutral (pn = 7,1), da Calciumcarbonat im tH^orschuB vorhanden war. 
Es ist vielmehr anzunehmen, daB der Farbstoff aus mehreren Komponenten 
besteht, die in den verschiedenen Kulturen bzw. in den verschiedenen 
ttl)erimpfimgen der einzelnen Reihe in verschiedenen Verhaltnissen zugegen 
sind. Hierfvir spricht auch noch die Beobachtung, daB zuweilen s})ontan 
ein anderer Farbstoff erscheint ; so trat z. B. bei der E-Reihe in der 20. tU)er- 
impfung, als die normale Farbstoffbildung schon ziemlich erloschen war, 
nach Beendigung der Garung plotzlich ein rosaroter Farbstoff auf. In der 
Abimpfung konnte er nicht wieder erhalten werden. Auffallig ist ferner, 
daB dieselbe E-Reihe, die im ganzen in ihrer Farbstoffbildung gegeniiber 
der B-Reihe nach der roten Seito abwich, auch auf U-Agar in einem Falle 
roten Farbstoff gebildet hat (vgl. S. 204). 

Innenstruktur und Inhaltskorper der nornutlen Formen, 

Bei der Farbung der normalen Formen der CellulosezersetzcT mit 
Carbolfuchsin erhalt man nicht, wie bei vielen anderen Bakterien, eine 
gleichmaBige Farbung des ganzen Bakteriums oder gar eine starkere 
Anfarbung der AuBenpartien (Membran), sondern man sieht, daB 
gewisse innere Teile, die ziemlich streng axial gelagert sind, vorzugs- 
weise den Farbstoff aufzunehmen pflegen: die Achse erscheint granuliert 
gefarbt (Abb. 4, links), wie schon Khouvine festgestellt hat. Die peri- 
pheren Teile nehmen fast keinen Farbstoff auf, so daB die gefarbten 
Formen viel diinner erscheinen als bei gleicher VergroBerung die im 
natiirlichen Praparat befindlichen Formen bei Dunkelfeldbeleuchtung^ 
(vgl. Abb. 4, links, mit Abb. 3, links). Noch deutlicher wird die Art 

^ Zum Vergleich kftnnen in diesem Fall© natiirlich nur die moglichst 
lichthoffreien Photogramm© dienen, da wegen der Irradiation di© Bakterien 
bei subjektiver Betrachtung im Dunkelfeld stets dicker erscheinen als 
im Hellfeld. 
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dieser Farbstoffaufnahme bei Verwendung von verdiinnter Fuchsin- 
losung und Vitalfarbung, wobei die axial gelagerten Kornchen mehr 
getrennt erscheinen als bei Intensivfarbung (Abb. 15)^. Im natiirlichen 
Praparat ist diese innere kornige Struktur bei Hellfeldbeleuchtung 
entweder gar nicht zu sehen, oder sie erscheint nur ganz schwach an- 
gedeutet; bei Dunkelfeldbeleuchtung tritt nur die aufiere Begrenzung, 
,,M^*nibran“, als leuchtende Kontur hervor. Aber wir sahen schon 
bei der Besprechung der in Fleischwasser eingetragenen normalen 
Formen, daB diese dabei alsbald in einzelne ,,Stucke“ zu zerfallen 
beginnen: man muB daher annehmen, 
daB eine kornige Innenstruktur bereits 
in den normalen und unbeeinfluBten 
Formen vorhanden ist. 

Der dircktc Nachwcis dieser An- 
nahme gelang mit Hilfe des Verfahrcns 
von Eisenberg^. Hiernach wird das 
Dbjekt in ein Medium eingebettet, 

(lessen Brechungsverhaltnisse moglichst 
denen der pc»ripheren Teile der Zelle 
glcichen, so daB die beleuchtenden 
Strahlen ungehindert bis zu den Inhalts- 
korpern vordringen konnen. Bcleuchtet 
wird mit (dnem Dunkelfcldkondensor 

hoher Minimalapertur. Als geeignetes Einbettungsmedium erwies sich 
l>ei den Cellulosezersetzern das Immersionszedernol rijy =1,515 oder 
auch, zwecks bequemerer Umbettung, das diinnere Ol® rij) — 1,503. 
Abb. 16 zeigt in der linken Kolonne die Wasserpraparate, in der 
rechten den gleichen Bildausschnitt der Zedcrnolpraparate ; man sieht, 
daB die peripheren Teile der Zelle so gut wie zum Verscbwinden 
gebracht werden. Dabei zeigt sich, daB nicht nur die Trommel- 
schlegelformen, sondern auch bereits die noch sporenfreien Stabchen 
eine solche Innenstruktur besitzen, welche der bei Fuchsinfarbung 
erhaltenen zu entsprechen scheint. 



i Wt ^ 

Abb. 15. 

Normale Form, mit verdlinntem Carbol- 
fncbsin vital fj^efarbt. Hellfeld. 


Die in Abb. 16 wiedergegebenen Aiifnahmen stammen von schwacli 
fixiertein Material, mn vergleichbare Bildausschnitte zu erhalten; un- 
fixiertes Material vorhalt sich aber genau so. Es ist auch selbstverstandlich, 
daB die Riickbettungskontrolle in Wasser ausgefuhrt wurde; hier verschwand 
die Innenstruktur stets wieder, so daB es sich nur um einen optischen 
Effekt handeln kann. Die Vemieidung der Umbettung durch Benutzung 


^ Natiirlich ist die Intensitat der ( Tesamtfarbung und damit der Kontrast 
geringer als bei Intensivfarbung, wie Abb. 15 im Vergleich zu Abb. 4, links, 
zeigt. — 2 Dies© Zeitschr. I, 252, 1930. — ® Bei diestmi bleibt die auBere 
Kontur zuweilen allerdings noch ein wenig sichtbar. 
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Abb. 16. 


Slchtbarmachnng der Innenstruktur EUenberg. Angetrocknetes Piftparal; linke Koloiine: 
Wasser-, rechte Koloniie: Zedernblprttparate* Duiikelfeld. Klnige Bakterien haben &lch bei 
der Umbettang verlagert, z. B. oben a and e, anten c. 
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einer Aziiiuit blende nach Eis(nherg^ gelang, vermutlioh infolge zii starker 
Lichtverlnste, nicht. Bei den l^eigegebenen Aufnahmen ist ohnehin zu 
Ijeachten, daU die Helligkeitswerte in den Bildern nicht den naturlichen 
Helligkeitswerten ontspre(‘hen; denn den Belichtungszeiten von etwa 2 bis 
4 Sekundefi bei den Wassorpraimraten stelien Belichtungszeiten von eben- 
soviel Mhiutev bei den Zodernolpraparaten gegeniiber; dabei erforderten 
die Negative der letzteren stets noch eine Uranverstarkung, lun die er- 
wiinscliten Kontraste zu orhalten, schon weil die Plattensorte ]>ei hdlierer 
Einpfindlichkeit etwas flauer arbeitete. 

Es ist nun interessant, daB ,,alU‘rnde“ Formen, d. h. Formen, bei 
denen die Sporenbildung schon fortgeschritten oder fast vollendet ist, 
diese Anordnung der Inhaltakorper bereits im Wasserpraparat, also 
im optiseh diinneren Medium, erkennen lassen ; zunachst bleiben hierbei 
die peripheren Teile noch sichtbar, wenn sic auch an optischer Dichte 



Abb. 17. 

Altersfoniien dos Ollulosezersetzcrs, links; die huberen Partien beglnneii optiseh duimer 
zu \\erdon' reehts: es ist, nach Auslnlduiiff der Spore, nur noch das axiale Geiiist sichtbar. 
Naturliches Prttparat ; Wassereinbetturif'; Dunkclfeld. 


verlieren. Mit zunehmeiulem ,,Alter“ des Bakteriums scheinen sie aber 
ganz zu verschwinden, so daB sie dann den Zedernolbildern der intakten 
normalen Formen sehr ahneln. Abb. 17 ztdgt solche Formen, bei denen 
man schon aus der Helligkeit der Spore auf deren ojitische und mecha- 
nische Dichte, und damit auf deren Reifezustand, sclilieBen kann; im 
linken Teil der Abbildung ist eine Form zu sehen, in der neben den 
Inhaltskorpern die peripheren Teile der Zelle noch eben sichtbar sind, 
wahnmd in der entsprechenden Form der rechten Bildseite^ nur die 
Inhaltskorper allein iibrig geblieben zu sein scheinen. Die auf beiden 
Bildteilen in der Nachbarschaft liegenden intakten Stabchen zeigen 
das gewohnte Dunkelfeldbild des Wasserpraparates. In alten Kulturen 

^ Diese Zeitschr. 8, 401, 1933. — ^ Diese stellt selbstverstandlich 
einen andereii Bildausschnitt dar. 
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fmdet man nebon fertigen Sporen oft ungeheure Mengen foiner grami 
lierter Faden, die zuweilen zu dichten Haufen zusammengeballt liegen, 
und bei denen man oft nicht sagen kann, ob es sich um diese Inhalts 
korper oder um die Reste der zerfallenen CelJulosefasern handelt Die 
emzelnen Kornchen dieser Granula scheinen mechanisch ziemlich 
zugfest, aber biegsam mitemander verbunden zu sein, sie halten auch 
dann noch zusammen, wenn die penpheren Teile der Zelle langst un 
sichtbar geworden sind 

Hiernach scheint es so, als ob diese in der Zellachse liegenden 
Gebilde in dem Lebenslauf der Zelle eine wemger aktive Rolle spielen, 

sondern daO sie in dei 
Hauptsache der mecha 
nischen Stabilisierung 
des Organismus dienen 
denn wir batten gesehen 
daB — soweit sich dies 
nut unseron optischen 
Hilfsmitteln uberhaupt 
verfolgen lafit — fur den 
Aufbau der Spore in 
die doch offenbar nui 
die wertvollen, fui den 
LebensprozeB besondeis 
wichtigen Stoffe hinein 
geleitet weiden, lediglich 
die in den penpheren 
Teilen dei Zelle befind 
lichen Stoffe verbi aucht 
werden 

Hierfur spncht fer 
ner, daB mikrochemisch 
nachwoisbare Reserve 
stoffe, wie ,,Volutin‘ ^ 
sich ebenfalls mcht in 
den axialcn Glebieten der 
Zelle zu befinden schei 
nen Es ist bei den kleinen Dimensionen, mit denen wir es hier zu 
tun haben, und die sich der Auflosungsgrenze der Mikroskop-Optik 
sehr nahern, zwar auBerordenthch schwer, etwas Sicheres uber die 
raumhche Anordnung dei Volutinkomchen in der BakterienzeDe aus 

^ Mit Methylenblau farbbare Stoffe, die den Farbstoff mcht an 1 %ige 
Schwefelsaure abgeben 



Abb 18 

Volutin kdrner oben links and nntcn volutinfroie Trommel 
schlegel und volntmhaltige St&bchen oben recbts auSer 
axlale Lagerang der Volutmkomer Angetrocknetes Prtt- 
parat in Wasser Hellfeld 
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zusagen; die Abb. 18 zeigt aber oindeutig, daB wenigstens ein Teil 
dieser Kornchen auBerhalb der Achse liegend gesehen wird (zum 
Vergleich kommen natiirlich nur die durch einen Pfeil gckennzeichneten, 
in ScharfeinsteUung befindlichen Stabchen in Frage), Gibt man dies 
aber zu, so besteht, nach dem Bilde zu urteilen, die Moglichkeit, 
daB dann auch alh Volutinkornchen auBerhalb der Achse licgen. 

Denn nimint man an, dafi die aus zwei zentrierten Zylindern bestehend 
gedachten Stabchen in bezug auf die Rotation urn die Achse alle moglicheii 
Lagen im Praparat einnehmen konnen, und daB die (sehr klein gedachten) 
Volutinkornchen auf dem Querschnitt des auBeren (Hohl-)Zylinders be* 
liebig vert^eilt sein konnen, dagegen nicht auf dem Querschnitt des inneren 
Zylindors vorkoinmen sollen, so ist zwar zunachst die Wahrscheinlichkeit 
dafiir, daB ein t)eliebig herausgegriffenes Volutinkornchen im optischen 


Abb. 19. 

Abbildung eines im StHbchen 
exzcntriaoh gelagcrten Volutin- 
kbrnchens. A optiscbe Achse, 
St Ciuerschnitt dutch den inneren 
Stabllisierungszylinder, Z Hohl- 
zylinder der ftuileren Stabchen- 
partien, T VolutinkSrnehen, 
Sch optiscber Schnltt, 1\ Inten- 
sitatsverteilung im Bilde des 
Volutlnkbrnchens, I 2 Intensi- 
tatsverteilung im Bilde des Stab- 
chens, H physiologische Reiz- 
sehwelle. 



Sclmitt in dem IWeicli des iimeron ZyIindoi*s liogt, etwa nur ein Drittel; 
dabei ist, den wirklichen Verhaltnissen wohl am nachsten kommend, an- 
genommen, daB der Durchmesser des iimeren Zylinders ein Drittel des 
Durchmessers des StalK'hens betragt. Beriicksichtigt man aber, daB die 
fiir die Aufnahmen benutzte 0])tik (Qffnungszahl 0,95) nach der Theorie 
von Ahhe K6r]>er, die gegeniiber <lor hier zu 0,6 p, angenommenen Wellen- 
lange des Lichtes klein sind, nur noeh als „Beugungssch©ibchen“ ab- 
bildet, denen in der Objekteliene fingierte Scheibchen von etwa 0,6 fi Durch- 
messer (gerechnet bis zumersten Minimum) entsprechen, so wird im optischen 
Schnitt auch ein Teil der Kornchen als noch im Bereich des inneren Zylinders 
gesehen werden, die in Wahrheit schon auBerhalb liegen. Der absolute 
Durchmesser des Stabchens betragt 0,8//; auch wenn das Beugungs- 
scheibchen wegen der physiologisehen Reizschwelle kleiner als 0,6 /t er- 
scheinen mag, vielloicht 0,4 //, so wird man wohl trotzdem in mehr als der 
Halfte der moglichen Falle die Volutinkornchen im Bereich des inneren 
Zylinders liegen sehen; nur ganz seitlich liegende Kornchen wird man auch 
als solche wahrnehmen. Dies© Verhaltnisso soli, grobschematisch. Abb. 19 
veranschaulichen ; die Bilder des Stabchens und Volutinkornchens sind 
durch die entsprechonden Jntensitatskurven angedeutet, deren gegenseitige 
Beeinflussung nicht beriicksichtigt wiirde. Krreichen die Volutinkornchen 
die GroBenordnimg der Wellenlange, so gelton diese Betrachtimgen um so 
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mehr^, desgleichen, wenn der Durchniessei’ des axialen Zylinders mehr als 
ein Drittel des Gesamtdurchmessei’s ausmacht. Vergleicht man in Abb. 18 
in den drei (durch Pfeile gekeiinzeichneten) scharf eingestellten 8tabc*hen 
die Anzahl der scheinbar axial gelegenen mit der Anzahl der sicher exzen- 
trisch gelegenen Volutinkonnchen, so ist das Verhaltnis 6:5; dies wider- 
spricht also nicht den anfangs gemachten Annahmen, und es besteht danach 
einige Wahrscheinlichkeit, dal3 die in axialer Lage gesehenen Volutin- 
komchen niir scheinbar axial angeordnet sind. 

Diese Annahmon gewinnen abor noch mehr an Wahrscheinlichkeit, 
wenn man die ebenfalls aus Abb. 18 hervorgehende Tatsache heranzieht, 
daB mit der Bildung der Spore, d. h. mit d('m Verschwinden der peri- 
pheren Teile der Zelle auch die Volutinkornchen verschwinden. Es 
kann demnach wohl kaiim noch einem Zweifel unterliegen, daB alle 
lebenswichtigen Vorgange in den peripheren Teilon der ,, Zelle “ statt- 
finden, und daB die in der Achse angeordneton Substanzen lediglich 
der mechanischen Festigung des Bakteriums dienen. Man kann dies 
wohl aus der Lebensweise des Bakteriums erklaren, welches sich, wie 
wir oben sahen, kdrperlich der Cellulosefaser aiilegt : es miissen demnach 
auch die wichtigsten enzymatischen Prozesse unmittelbar an der Ober- 
flache des Bakteriums stattfinden. DaB celluloselosende Enzyme 
aus dom Bakterium austreten, ist deswegen unwahrscheinlich, weil 
immer nur diejenigen Fasern zerfallen, die mit den Bakterien in dm^kte 
Beriihrung kommen^. DaB sich der gel be Farbstoff nur in den peri- 
pheren Teilen befindet, war bereits erwahnt. 

Es bleibt noch die Frage iibrig, ob diese Bakterien auBer der axialen 
Stabilisierung noch iibcr eine Membran als mechanische Festigung 
verfiigen. Es wurde versucht, diese Frage auf mechanischem Wege 
zu entscheiden, da es auf optischem ziemlich aussichtslos erscheint. 
Ein sehr feiner, unter 0,5 // starker GJasfaden, der mit dem Mikro- 
manipulator gefiihrt wurde, diente dazu, ein einzelnes Hakterium 
anzustechen oder zu zerteilen. Befindet sich das BaktcTium jedoch 
in einer groBeren Menge FJiissigkeit, so gelingt dies auf keine Weise, 
selbst wenn man versucht, das Bakterium zwischen dem Deckglas und 
dem moglichst kurz gefaBten Glasfaden einzuklemmen. Das Bakterium 
weicht stets wie ein biegsamer, aber sehr zug- und druckf ester Gummi- 
schlauch® aus. LaBt man aber die Flussigkeit soweit eintrocknen, daB 
das einzelne Bakterium noch gerade in den einzelnen Tropfen hineinpaBt, 
so geniigt bereits die leiseste Beriihrung, um das Bakterium vollstandig 
zerflieBen zu lassen. Ware eine Membran vorhanden, mechanisch fest 

^ Aus der Intonsitat der Farbung ist zu sehlieBen, daJ3 die VoJutin- 
komchen nicht sehr kjein sind; immerhin wird selbst ihre grobere Struktur 
noch nicht aufgelost. — ^ Auch Khouvine zieht aus der gleichen Beob- 
achtung den SchluB, daB das cellulosespaltende PJnzym nur ein Endoenzym 
sein kann. — ® Vgl. Wdmoacher, Zeitschr. f. Hyg. Ill, 422, 1930. 
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genug, die Gk^stalt der Zelle zu bestimmen, so muBte wenigstens in 
einem Teile des zertriimmerten Baktoriums die urspriingliche Form 
noch vorhanden sein; dagegen wiirde sich bei der gcringsten Be- 
schadigung die Stabilisierungsachse unter dem EinfluB der enorm 
gewachsenen Oberflachenkrafte in dem Tropfen aufrollen odor ein- 
knicken. Aus mechanischen Grtinden erscheint daher die Hypothese einer 
Membran fiir die nor male Form dieser Cellulosezersetzer entbehrlich^. 
Hinzu kommt noch, daB die optische Dichte und damit sicher auch 
die mechanische Dichte und Festigkeit der auBeren Begrenzung bei 
den alttTnden Formen zuriickgeht, wahrend die Gestalt unverandert 
erhalten bleibt, selbst dann noch, wenn die auBere Begrenzung nicht 
mehr sichtbar ist (Abb. 17, rcchts); eine mechanisch stabil bleibende 
Membran lieBe dagegen erwarten, daB eine annahernd gleiche optische 
Dichte beibehaittm wiirde, oder aber eine in ihrer mechanischen Festig- 
keit sich andernde Membran miiBte gleichzeitig mit Abnahme der 
optisehen Ihchte eine Gestalts veranderung mit sich bringen. 

Man kann sich den Vorgang der Sporenreifung nur so vorstellen, 
daB gleichzeitig mit dem Abtransport der lebenswichtigen Stoffe die 
peripheren Teile des Bakt/criums in dem MaBe verquellen, wie eben 
jene Stofh* fortgeleitet werden. 

Neben dcT immer nachweisbaren axial gelagerten Substanz und 
d(‘n sich regelmaBig in den jungen Formen findend(ui Volutinkornehen 
wurden and(‘re als Heservestoffe dienende Inhaltskorper wenig gcfunden. 
In einz(‘lnen Fall(*n konnten mit Jod sich gelbbraun farbende Stoffe 
(Glykogen) in jiingenm Stabchen nachgewiesen werden; dit'se fanden 
sich nie in einzelmui Kiirnchen, sondern stets in zusammenhangenden, 
einen Teil der Zelle ausfullenden Massen. Besonders interessant ist 
abei', daB auch in zwei Fallen mit Jod sich hlau farbende Inhaltskorper 
(Togen) nachgewiesen werden konnten. Die Formen dcT 90. tJber- 
impfung der B-Reihe zeigten eine schwache Abweichung nach der 
Spindelform und waren dadurch ausgezeichnet, daB sie je Zelle mehrere 
Kiigelchen mit Jod sich blau farbender Substanz enthielten. Im all- 
gemeinen gaben sowohl die normalen Formen wie die Spindeln im 
Jugendstadium und die in Fleischwasser gewachsenen Spindeln nur 
die gelbe EiweiBfarbung. Die' Abimpfung von dieser Kultur war wieder 
normal und besaB keine solche Inhaltskorix'r. Erst in der 93. Uber- 
impfung der B-Rc'ihe traten neben den normalen Formen fadige Formen 
auf, die ebenfalls, aber auch nur sie allein, mit Jod blau farbbare Inhalts- 

^ Dies laBt sich natiirlich nicht auf alle Bakterien verallgenieinorn ; 
d(‘nn man findet z. B, oft alte „leere“ Zellon von B. mycoides^ die im Dunkel- 
fold nel)en der intensiv leuclitenden auBeren Begrenzung in lebhaft Brown- 
seller Bewegung befindliche Tnhaltskorjier zeigen. 
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korper besaBen in einer Anordnung, wie das Abb. 20 zeigt. Von anderen 
Autoren wird iiber das Vorkommen solchor Inhaltskorper bei den 
Cellulosezersetzern nichts berichtet, auBer von Clausen, der sie aber 
nur bei Amylobacter navicvla findet; die anderen Cellulosezersetzer 
sollen sich nach seinen Untersuchungen weinrot farben; dieses kann ich 

fiir die hier untersuchten Cellu- 
losezersetzer aber in keinem 
Falle bestatigen. 


Abb. 20. 

F&dige Form mit InhaltskOrpem, die sich mit Jod 
blau farben. Natiirlichos Praparat in Jod-Jodkali; 
Hellfeld. 




Gassto ffwech sel . 

Es wurde bereits erwahnt, 
daB den Schliissen, die Ome- 
liansky aus seinen gasanaly- 
tischen Untersuchungen in be- 
zug auf die Methanbildung zog, 
Bedenken anhafton. Keller- 
man - Me Beth isolierten aus 
Omeliansky^ Kultur drei ver- 
schiedene, unter der Sauerstoff- 
spannung der Luft gedeihende Cellulosezersetzer, von denen aber keiner 
Gas zu bilden imstande war; jedoch scheint auch die Stichhaltigkeit 
dieser Ergebnisse zweifelhaft. Khouvine arbeitet nur mit erhitztem Impf- 
material, ihre Analysen konnen also in der Frage der Methanbildung 
keine Entscheidung bringen; das gleiche gilt von den in dieser Ab- 
handlung mitgeteilten Analysen. Dagegen haben Werner und Clausen 
vergleichbare Untersuchungen, die in der Tat ergeben, daB Ornelianskyi^ 
Schlusse nicht zutreffen konnen, daB also die Reinkultur der Cellulose- 
zersetzer auch bei nicht erhitztem Impfmaterial kein Methan zu bilden 
vermag. Das Auftreten dieses Gases kann daher nur auf der Mitwirkung 
von Begleitorganismen beruhen. Auch die mit thermophilen Cellulose- 
zersetzern arbeitenden Forscher finden kein Methan. Coolhaas kann 
nur in den ersten, noch unreinen Uberimpfungen Methan nachweisen; 
mit zunehmender Reinheit der Kultur verschwindet die Methanbildung. 


In der Tabelle I sind die Ergebnisse einiger Autoren zusammen- 
gestellt; es geht daraus hervor, daB die Analysen auch in anderer 
Hinsicht voneinander abweichen. 


Diese Werte, die einen unmittelbaren Vergleich der verschiedenen 
Analysenangaben gestatten, zeigen, daB z. B. die Gesamtmenge Gas, 
die bei der Vergarung einer bestimmten Menge Cellulose frei wird, in 
den Vorsuchen der verschiedenen Autoren erheblichen Schwankungen 
unterworfen ist. Noch mehr als das Gesamtgasvolumen schwankt die 
auf die gleiche Weise berechnete Menge Wasserstoff. Man erhalt fast 
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den Eindruck, daB der Vorgang der Gasbildung gar nicht unmittelbar 
mit der Zersetzung der Cellulose zusammenhangt, sondern durch die 
zufallige Konstellation irgendwelcher Nebenfaktoren bedingt wird : 
die Kulturen mogen entweder noch weitere, schwer abtrennbare Begleit- 
organismen enthalten, oder aber die Cellulosezersctzer selbst setzen sich 
aus einer groBen Anzahl morphologisch wenig verschiedener, physio- 
logisch dagegen mehr voneinander abweichender Gruppen von Orga- 
nismen zusammen, deren Anteilsverhaltnisse von Kultur zu Kultur 
wechseln konnen ; es ist ferner auch denkbar, daB sich die Eigenschafton 
dieser Organismcn zeitlich verandern. Diese Fragen lassen sich erst 
mit dem Gelingen von Einzellkulturen beantworten. Bei moinen Ver- 
suchon fallt die geringe Menge des Gesamtgases und in der 93. tTber- 
impfung das Ausbleiben der Wasserstoffentwicklimg auf, obglcich die 
Oellulose in dieser hohen Gberimpfung, wenn auch trage, so doch nicht 
weniger vollstandig vergoren wurde als bei den anderen Versuchs- 
anstellern. 

DaB bei den hohen tTberimpf ungen das Farbstoffbildungsvermcigen 
veiioren geht, wurde bereits erwahnt. Auch die Inkubationszeit wird 
langer, aie betrug in der B-Reihe etwa 4 bis 5 Tage im Minimum (B^^ 
und B45), bei der 90. Gberimpfung etwa 4 Wochen, die Uberimpfung B97 
ist zur Zeit nach 10 Wochen seit der Impfung noch nicht angewachsen. 
Die Fleischwasserkulturen lassen sich dagegen mit unveranderter 
Virulenz weiterziehen ; die Inkubationszeit betragt 2 bis 3 Tage. 

Man kann demnach festatellen, daB in der Reinkultiir die Ollulost'- 
zersetzung unter niedriger SauiTstoffspannung nicht nur nicht von 
einer Methanentwicklung begleitet ist, sondern daB sie auch ohnt* 
Bildung von Wasser staff vor sich gehcn kann. 

Da wahrend der Kultur der (Vllulosezersetzer beobachtet wurd(‘, 
daB bald nach der t)berim})fung ein Unterdruck in dem Kultur- 
gefaB entsteht, wurde bei den gasanalytischen Versuchen Vorsorge 
getroffen, daB dieser Unterdruck meBbar verfolgt werden konnte 
(Abb. 21). Etwa 50 Stunden nach der Uberimpfung war bereits der 
groBte Unterdruck von 110 mm Hg erreicht. Berucksichtigt man, daB 
mit dem Einbringen des KulturgefaBes in den Brutraum, d. h. mit 
Erhohung der Tcmperatur von etwa 18 auf 37® C, die Tension des 
Wasserdampfes um etwa 31 mm Hg steigt, so ergibt sich, daB fast der 
gesamte Sauerstoff — denn nur dieser kommt in Betracht — verbraucht 
sein muB. Die Gasanalyse bestatigt dies. 

Die Oasnalyse wurde nach den tochnischen Metlioden ausgefiihrt da 
diese fiir den vorliegenden Zweck genau genug sind. Als Si)errfliissigkeit 

^ Zsigynond y-Jandcr, Kiirzer Leitfaden der technischen Gasanalyse. 
Braunschweig 1920. 
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fiir die Hempel^che Burette diente bis zur Absorption der wasserloslichen 
Bestandteile die restliche Nahrlosung, spater destilliertes Wasser. Analysiert 
wurde nur die aufgefangene Gasmenge, da es nur auf die qualitative Zu- 
sanunensetzung des Oases im wesentlichen ankam. Der iiber der Nahr- 
fliissigkeit verbliebene Gasrest wird in der Hauptsache nur nocsh aus Kohlen- 
dioxyd bestanden haben. Der Wasserstoff wurde in der Hofnujnnachen 
(^hlorat pipette, etwaiges Methan in der Explosionspipette, die anderen Gase 
in den iiblichen Absorptionsmitteln l>estimmt. 

Die Zusammensctzung des Gases wurde bei der 40. und bei der 
93. tTborimpfung dcr B-Reihe bcstimmt; die summarischen Ergebnisse 
der Analyse finden sich in Tabclle T. Den zeitlichen VerJauf der Unter- 
druck- und Gasbildung, umgerechnet auf Volumina von 760 mm Hg 
und 0® C, zeigt Abb. 21 fiir die beiden Parallelversuche der 93. Uber- 



Abb. 21. 

Zeitlichor Verlauf dor (lesaintgasbildunp in der 93. Uberimpfung dor B-Reihe. Der Pnterdruck 
wurde durch entsprechende A olumvcrminderung der uber der N&hrlosnng belassenen Luft zum 
Ausdrnck gobraeht. ^ Zeitpunkt dcr Beinipfnng von Nr. I, ^ Zeitpnnkt der Beimpfiing von Nr. 2. 


impfung. Als Anfangspunkt w^urde der Augenblick gewahlt, in dem der 
anfaiigs (*ntstanden(‘ XTnterdruck durch die Gasbildung, die zu diesem 
Zeitpunkte also schon einige Stunden im Gange war, gerade aus- 
geglichen war. Es ist dazu zu bemerken, daB in der Abbildung der 
Beginn der Garuiig der beiden Parallelen nicht nur durch die Wahl 
dieses Anfangspunktes, sondern auch ahsolut zusammenfallt, obgleich 
die ParalJele Nr. 2 erst 3 Page spater geimpft wurde als Nr. 1 ; das ist 
ab(T sicher (*in -- allerdings sehr merkwiirdiger — Zufall, da eine gegen- 
seitige Beeinflussung der KulturgefaBe ausgeschlossen erscheint. 

Die gesamte Gasmenge der 40. l^berimpfung wurde in einer, die 
der 93. Uborimpfung bei der einen Parallelen in vier, bei der anderen in 
zwei Portionen aufgefangen. Die auf 760 mm Hg und 0® C reduzierten 
Volumina der Zusammensetzung zeigt Tabelle II. 
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Tabelle II. 


Analyse 

des aus 

der 40. Vberimpfung auf gef angenen Gases, 


Nr. 1. 



Nr. 2. 


Gesamt 26,2 ccm 


Gresamt 

19,7 ccm 


CO, 

11,1 .. 

43,8Vol..% 

CO, 

4,4 „ 

22,6Vol.-% 

H, 

3,0 „ 

11.9 „ 

H, 

1,7 „ 

8,7 ., 

CH, 

0,0 „ 

0,0 „ 

CH, 

0,0 „ 

0,0 „ 

0,* 

0,6 „ 

2,0 „ 

0 , 

1,8 „ 

9,2 „ 

N,* 

10,« „ 

42,7 „ 

N, 

11.8 „ 

60,7 „ 

Analyse 

des aus 

der 93. tJberimpfungaufgefangenen Gases. 



Nr. 1. 




1. Portion: 139 Stunden. 

2. Portion: 301 Stunden. 

1 

1 

36,4 ccm 


Gesamt 

54,2 ccm 


CO, 

19,2 „ 

52,8 Vol.-% 

CO 2 

64,6 „ 

86,8 Vol..% 

H, 

0,0 „ 

0,0 „ 

H* 

0,3 „ 

0,6 „ 

CH, 

0,0 „ 

0.0 „ 

CH* 

0,0 „ 

0,0 

0 , 

0,2 „ 

0,6 „ 

0 , 

0,6 „ 

1,1 „ 

N, 

17,0 „ 

46,7 „ 

N, 

6,8 „ 

12,6 „ 

3. Portion: 627 Stunden. 

4. Portion: 995 

Stunden. 

Clesamt 

52,2 ccm 


Gesamt 

26,8 ccm 


CO, 

50,7 „ 

97,1 Vol.-% 

COg 

26,2 „ 

97,7 Vol..% 

H, 

0,4 „ 

0,8 ,, 

II2 

0.0 „ 

0,0 „ 

CH, 

0,0 „ 

0,0 „ 

vn. 

0,0 „ 

0,0 „ 

O2 

0,0 „ 

0,0 „ 

Oj 

0,0 ., 

0,0 „ 

N, 

1,1 „ 

2,1 „ 

N, 

0,6 ,. 

2,3 „ 



Nr. 2. 




1. Portion: 139 Stunden. 

2. Portion: 995 

Stunden. 

Gesamt 

39,4 ccm 


CjJesamt 

6,2 ccm 


CO, 

19,6 „ 

49,8Vol.-% 

CD* 

4,7 „ 

75,8 Vol.-% 

H, 

0,0 „ 

0,0 

H, 

0,0 „ 

0,0 

CH 4 

0,0 „ 

0,0 

CH 4 

0,0 „ 

0,0 „ 

0 , 

0,2 „ 

0,6 „ 

0 * 

0,0 „ 

0,0 „ 

N, 

19,6 „ 

49,7 „ 

N, 

1,5 „ 

24,2 „ 


Die Tabelle II zeigt, daU sogar innerhalb dcr einzelnen Parallel - 
kulturen die Gesamtgasmengen auBerordentlich stark schwanken 
konnen; das geht auch aus den Beobachtungen der anderen Versuchs- 
anstellcr hervor. Ob die geringe Menge Wasserstoff, die in B93 Nr. 1 
gefunden wurde, auBerhalb der Analysenfehler liegt, ist zweifelhaft. 

Gegen das Fehlen des Wasserstoffes laBt sich allerdings der Einwand 
erheben, daB bei den vorliegenden Versucben — im Gegensatz zu den 
Versuchen anderer Autoren — eine relativ groBe Menge Luft iiber der 

* Der Sauorstoff und Stickstoff stammen aus der iiber der Nalirldsung 
l>elassenen Luft (vgl. S. 189), die in B 40 etwa 16 ccm, in B 93 30 ccm betragt. 
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NahrloBung belassen wurde, und daB durch den Sauerstoff der ent- 
stehende Wasserstoff oxydiert wiirde^. Dem ist aber entgegenzuhalten, 
daB z. B. bei B 93 die gesamte zur Verfiigung stehende Menge Sauerstoff 
bereits 50 Stunden nach der tJberimpfung aufgebraucht ist, wahrend 
die Garung erst nach 845 Stunden einsetzt. Es sei denn, man nahme 
einen Sauerstoffiibertrager an, der den Sauerstoff so lange festzuhalten 
vermag, bis die Wasserstoffentwicklung einsetzt. 

Man konnte dabei z. B. an den gelben Farbstoff denken^, aber 
dieser wird auch erst bei Beginn der Garung, und bei den hohen t^ber- 
impfungen, l)oi denen ebenfalls der anfangliche Unterdruck entsteht, 
iiberhaupt nicht mehr gebildet. Vielleicht wird der Sauerstoff von den 
,,keimendcn“ Sporen, vielleicht aber auch durch die ,,Restatmung‘‘® 
der Sporen verbraucht; fiir diese Annahme spricht die Beobachtung, 
daB in langst ausgegorenen Kulturen sich wieder ein Unterdruck her- 
stellt und auch wieder von neuem entsteht, wenn durch voriibergehendes 
Offnen des KulturgefaBes der Druckunterschied ausgeglichen war. 

Bei der C(*llulosezersetzung unter niedriger Sauerstoffspannung , 
wird nur ein Teil der Cellulose verbraucht. Die Menge der unvergorenen 
Cellulose wird bei don verschiedenen Versuchsanstellern aber sehr ver- 
schieden angegeben (vgl. Tabelle I); Khouvine findot, daB mit zu- 
nehmendcr Reinheit der Kultur der unvergorene Anteil der Cellulose 
wachst. In der Tat ist bei Khovvine der Celluloserest sehr groB. 
Es miissen dabei aber noch andere Faktoren mitgespielt haben; 
denn selbst in der 93. Uberimpfung der B-Reihe werden immer noch 
drei Viertel der (ieaamtcellulose verbraucht gegeniiber einem Drittel 
bei Khouvine. In die Restcellulose einbezogen sind die Uberbleibsel 
der Bakterien, die noch an den Fasern haften. 

Das mikroskopische Bild der Restcellulose, die ein lockeres Grefuge 
besitzt^, ist dem der unangegriffenen Cellulose sehr ahnlich, Man 
findet die Fasem zum Teil noch dicht mit Bakterienresten besetzt, und, 
in der Einbettungsfliissigkeit herumschwimmend, kleinere Triimmer- 
stiicke der Cellulosefasern, die sich im polarisierten Lichte als solche 
nachweisen lassen. Auch gegenuber Chlorzinkjod verhalt sich die Rest- 
cellulose wie intakte Cellulose ; der Farbton ist wegen der anhaftenden 

^ Kroulik (Centralbl. f. Bakt. II, 86, 339, 1913) findet zwar, dafi nm- 
gekehrt bei seinen „aeroben“ thenno]>hilen Cellulosezeraetzern mit sinkender 
Saueratoffs|)annung schliefllich neben Kohlendioxyd auch Wasserstoff 
auftritt, jedocli kann man iiber die Reinheit seiner Kultur ini Zweifel sein. 
— * Vpl. Warburg u. Christian^ Biochem. Zeitschr. 260, 499, 1933; 254, 
438, 1932. — » Vgl. Sevag, Zeitschr. f. Hyg. 11 . Tnf. 114, 756, 1933. — 

* Eine Verquellung der Restcellulose, wie sic Werner angibt, wurde hier 
nicht beobachtet. 
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Bakterienreste etwas ins Braunliche verschoben; die Farbung ist, wie 
die der intakten Cellulose, dichroitisch. Es ist daher anzunehmen, dafi 
die Cellulosefaser bei der Ganing zunachst nur in kleinere Stiicke 
aufgespalten wird, wobei der micellare Aufbau erhalten bleibt, und daB 
die Teilstiicke erst spater, wenn sie submikroskopische GroBe erreicht 
haben, chemisch abgebaut werden. Unmittelbar Fehling^ch^ Losung 
reduzierende Zucker konnten in der restlichen Nahrlosung nicht nach- 
gewiesen werden^. Die Saurebildung wurde nicht untersucht. 

SchluDbetrachtungen . 

Obgleich das hier beschriebene cellulosezersetzende Bakterium gegen- 
ul)er den in der Literatur beschriebenen mancherlei Eigentumlichkeiten 
aufweist, mochte ich hier doch von dem sonst in solchen Fallen iiblichen 
Wege, den Organismus nunmehr als neue Art zu betrachten und nou 
zu benennen, abweichen ; denn dieses Verfahren bleibt solangc fruchtlos, 
wie wir nicht fiir die Artbestimmung und -abgrenzung der Bakterien 
eindeutige Kritericn haben. Es sollte in der Abhandlung vielmehr das 
Gemeinsame dieser Gruppe von Bakterien hervorgehoben werden 
und es sollte unsere bisher in der Hauptsache auf das physiologische 
Gebiet begrenzte Kenntnis nach der morphologischen und cytologischen 
Seite hin erweitert werden. Es hat sich dabei gezeigt, daB der Aufbau 
der Zelle der Cellulosezersetzer in mancher Hinsicht von dem Bau der 
Bakterienzelle abweicht, wie wir ihn sonst gewohnt sind, uns vorzu- 
stellen^. 

Es sei hier noch kurz auf die Beziehungen hingewiesen, welche die 
Gruppe dieser Cellulosezersetzer mit der Amylobacter- Gruppe zu ver- 
binden scheinen. Beide Gruppen weisen ja in mehrfacher Hinsicht auf 
physiologischem wie auf morphologischem Gebiet (vgl. S. 195) einige 
Ahnlichkeiten auf; van Tieghem^ hielt sogar Awylobacter fiir den 
Cellulosezersetzer. Man hat nach Bredemann^ als besonderes Kenn- 
zeichen der Amylobacter- Gruppe die Blaufarbbarkeit mit Jod anzusehen, 

^ Nach Pringaheim soil der Abbau der Cellulose iiber Cellobiose und 
Glucose fiihren, dagegen findet Wemer keine einfachen Zucker als Zwischen- 
])iO(lukte beim Celluloseabbau. Beim (’elluloseabbau uriter der Sauerstoff- 
spannung der Luft sind Zucker als nomiale Zwischeny)rodukte nachcrewiesen. 
— ^ Audi Clausen macht einen entsprechenden Vorschlag. — ® Diese 
Vorstellungen enthalten aber sicher noch viele der reinen Pliantasie 
entlehnte Elerneute, da man z. B. in der Literatur manohe Inlialts- 
korper der Bakterienzelle in Einzelheiten beschrieben findet, walirend diese 
Inhaltskorper sdbst mit der besten uns zur Verfiigung stehenden Optik 
kaum einigemiafien geometrisch ahnlich abgebildet werden konnen. Man 
vergleiche in dieser Beziehung z. B. die Ausfiihrungen von Enderlein (Bak- 
terien-Cyclogenie. Berlin-Leipzig 1925). — ^ Bull, de la Soc. Bot. de France 
26, 25, 1879. — fi C entralbl. f . Bakt. II, 28, 385, 1909. 
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ein Kennzeichen, das zwar den Cellulosez^rsetzem im alJgemeinen fehlt. 
Wir hatten aber gesehen, dafl diese Eigenschaft gelegentlich doch einmal 
auftritt (vgl. S. 213); andererseits hilngt bekanntlich die Blaufarb- 
barkeit mit Jod auch bei der Amyloba^r-OT\igpG^ u. a.^ von den 
Ernahrungsbedingungen ab: so findet man in fast jeder Kultnr 
des Amylohacter Stabcben, die sich bis auf die Sporenanlage vollstandig, 
andere, die sich nur granuliert farben, nnd schlieBlich weitere, die 
hochstens eine Andeutung von logen zeigen. Es ware daher durchaus 
denkbar, daB unsere Cellulosezersetzer sich aus der u4myfo6ac<er-Gruppe 
abgespalten haben, indem bei sehr langem Bestehen einseitiger Er- 
nahrungsbedingungen die Fahigkeit zur logenbildung verloren ging 
und nur gelegentlich — gewissermaBen ,,atavistisch“ — in einer 
Generation wieder auftritt. Die groBe Variabilitat beider Bakterien- 
gruppen legt solche und ahnliche Zusammenhange nahe. 

Fiir die Unterstiitzung und Batschlag© bei der Ausfiihrung dieser 
Untersuchungen bin ich Berm Professor Rippel zu groBem Dank ver- 
pflichtet . 

Z usanunenf assung. 

Aus den Anreicherungskulturen der cellulosezersetzenden Bakterien 
wurde ein Actinomycet isoliert, der ebenfalls die Cellulose intensiv 
zersetzt ; es konnte aber nachgewiesen werden, daB die Bakterien nicht 
auf die Vorarbeit dieses Actinomyceten angewieson sind. 

Jlie cellulosezersetzenden Bakterien wachsen in Cellulose-Mineral- 
losung und auf Filteracheibcn oder Cellulosebrei in Wasserstoff. Die 
,,normalen*‘ Formen haben Stabchen- oder Trommelschlegelgestalt 
und stimmen init den sonat in der Literatur beschriebcnen Formen im 
wesentlichen uberein. In den gleichcn Nahrmedien treten aber auch 
,,abweichende“ Formen auf, die entweder fadig entartet sind oder 
Anschwellungen aufweisen, ahnlich wie sie von Tetravlt beschrieben 
wurden. Die ,, Jugendformen“ des Cellulosezersetzers sind spindel- 
formig und lebhaft beweglich , sie treten nur fur sehr kurze Zeit in der 
Kultur auf und heften sich bald der Faser an. 

In Fleischwasser wachsen die Cellulosezersetzer nur in Spindelform ; 
normale Formen zerfallen darin, und bereits fertige Sporen entwickeln 
sich zu Spindeln. Sie verlieren selbst nach 33facher Gberimpfung in 
Fleischwasser nicht die Fahigkeit zur Cellulosezersetzung. In D-Agar 
wurden neben Stabchen fadige Abweichungen mit mittelstandiger 
Anschwellung erhalten. 

Die Farbstoffbildung ist von Kultur zu Kultur und im Verlaufe 
der Wachstumszeit wechselnd. Ortlich ist die Farbstoffbildung, fiir die 

1 Vfi^. Svartz, CeniralbL f. Bakt. I. Orig., 125, 116, 1932. 

Arehly fflr IfUuroblologie. Bd. 5. ^5 
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eine gewisse Sauarstoffspannung notwendig s&u sein schemt, wsia- 
scheiBlich an die auBeren Teile der Bakterienzelle gebunden. Der 
Farbstoff gebt auch auf die Cellulosefaser fiber, ist aber mit den ge- 
brftucbliohen Losiingsmitteki nioht extrahierbar. 

Die Innenstruktur des Bakteriums wurde nach dem Verfahren 
von Eiaenberg untersucht. Die Bakterienzelle besitzt eine axial an- 
geordnete Snbstanz, die vermutlich nur der mechanischen Festigung 
der Zelle dient, und die nach der Sporenbildung allein zurliokbleibt. 
Die fur den Lebensablauf der Zelle wichtigen Stoffe, wie z. B. Volutin, 
befinden sich wahrscheinlich nur in den peripheren Teilen der Zelle 
und verschwinden bei der Sporenbildung. Die Existenz einer Membran 
neben der Festigungsachse erscheint bei diesen Oellulosezersetzem 
fraglich. Neben Volutin wurden noch in wenigen Fallen Glykogen und 
logen nachgewiesen, was neben anderem auf „verwandtBohaftliche“ 
Beziehungen zur Amylobdcter-Gryippe hindeutet. 

Der Gasstoffwechsel der hier besprochenen Cellulosezersetzer ist 
dadurch bemerkenswert, daB die Gesamtgasmenge gering ist im Vergleioh 
zu den Ergebnissen der meisten anderen Autoren, und daB bei einer 
hohen Anzahl von Weiterimpfungen auch das Vermogen zur Wasser- 
stoffbildung verloren geht, so daB als einziges gasformiges Garprodukt 
Kohlendioxyd verbleibt, wobei aber noch die Moglichkeit einer Mit- 
wirkung von Sauerstoff zu berucksichtigen ist. 



(Aiw dem Infititut fiir Biochemische Technologie an der Techmschen Hoch- 
Bohule in Wien, dem Institut fiir Landwirtschaftlich-chemische Technologie 
an der Hochschule fiir Bodenkultur in Wien tind der Biologischen Station 

Lums am Bee.) 

Hikrobiologische Bodenantersachangen im Lunzer Gebiet*. 

I. Allgemeiner Teil: 

ZM und Methodik der Untersuoliungen. Standortefaktoren and KeirngehalU 

Von 

Alexander Janke, Franz Sekera und Armiii Szilvinyi« 

Unter Mitwirkung von Maria Wozak. 

Mit 1 Textabbildung. 

(Etngegangen aw 10, November 1933,) 

A. Die dkologisohe Fragestellung und das Klelnkllma als biologischer 

Standortsfaktor. 

i. Die okologischen Faktoren, 

Nach einer Periode vorwiegend beschreibender mikrobiologischer 
Bodenuntersuchungen wurde in neuerer Zeit auch auf diesem Forschungs- 
gebiet die Wichtigkeit der okologischen Fragestellung erkannt; so 
trachtet man Vorkommen und Wirkung der Bodenmikroben in Ab- 
hangigkeit von der Umwelt zu studieren. Es liegt jedoch zurzeit noch 
wenig in dieser Hinsicht brauchbares Material vor. 

Wie bei den hoheren Pflanzen^ lassen sich auch bei den Mikroben 
die okologischen Faktoren in Uimatische (atmospharische), edaphiacke 
und biotiache unterscheiden, je nachdem, ob sie auf das Klima, den 
Boden oder hoher organisierte Lebewesen Bezug nehmen. 

Diese Faktoren stellen jedoch keineswegs voneinander unabhangige 
Umwelteinflusse dar, vielmehr bestehen zwischen ihnen Zusaznmen- 
hange und zwar derart, daJJ die edaphischen Faktoren durch das 
Klima und die biotischen durch Edima und Boden mit bestimmt sind. 
So kommen die klimatischen Standortsbedingungen nicht nur un- 
mittelbar zur Auswirkung durch die Einfliisse, die sie gegeniodrtig auf 
die Mikrobenwelt ausiiben, sondem auch indirekt, indem sie in der 
VergangenJkeU in die Bodenbildung eingegriffen und so jene Boden- 
eigenschaften mit geformt haben, die wir als .Maphiache Faktoren'^ 

^ Auagefiihrt mit Unterstiitzung der Kotgemeinsohaft der Deutachen 
Wissensch^t. — • Vgl. z. B. H, Lundegardh, Klima uttd Boden und ihre 
Wirkung auf das Pflanzenleben, 2. Aufl. Jena 1930. 


16 * 
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1;>eKeichii6n. Es ist zun&cbst sicher, dafi der gesaxnte Vorgang der 
Qesteinsyermttorung und der sich anschliefiende Prozefi der Ent<> 
basmig der Verwitterungsprodukte vom Klima in bestimmte Babnen 
gelenkt wird. Ein gleiches gilt auch von den Abbauprozessen, denen 
die im Boden immer von neuem anfallende organische Substanz pflanz* 
lichen und tierischen Ursprungs unterliegt, so daB das Klima auch an 
der Bereitung der fur die Mij^oben erforderlichen Kohlenstoffquellen 
beteiligt ist. Der vom Klima diktierte Basenhaushalt bedingt zun&chst 
schon durch die Schaffung einer fiir den Standort charakteristischen 
H-Ionenkonzentration eine Selektionierung des Mikrobenbestandes. 
Hand in Hand mit dem Basenhaushalt des Bodens unterliegt dieser 
jenen DisperdUi^tsanderungen, die seit langem als hervorragendste Boden- 
eigenschaft gelten; das Klima schuf demnach mittelbar nicht nur die 
wirksame Oberflache des Bodens, sondem auch die Struktur seiner 
Kapillarraume, die von den Mikroorganismen bewohnt Bind. Da weiter- 
hin in diesen Kapillarraumen sich sowohl die Luft- als auch die Wasser- 
zirkulation vollzieht, gewinnen die klimatisch bedingten Dispersitats- 
anderungen auch EinfluB auf die aeroben oder anaeroben Bedingungen 
des Mikrobenlebens. Und da der Wasser- und Lufthaushalt des Bodens 
letzten Endes auch dessen Warme-Ein- und -Ausstrahlung regclt, 
werden auf diesem Wege die Schwankungen des atmospharischen 
Temperaturganges und der Wasserzufuhi* in verschiedenom AusmaBe 
ausgeglichen und humide oder aride Lebensbedingungen fur die Orga- 
nismenwelt geschaffen. 

Die durch das Klima fruheror Zeiten dem Boden aufgezwungene 
Beschaffenheit hat demnach fur das Leben aller — auch dor hoheren — 
bodenstandigen Organismcn entscheidende Bedeutung, so dafi im bioti- 
schen Faktor auch eine klimatische und edaphische Komponente mit- 
wirkt. 

2. Das Kletnklima als biologischer Standortsfaktor. 

Wenn man von dem Klima einer bestimmten Gegend spricht, so 
versteht man darunter zumeist die allgemeinen, durch die geographische 
Lage bedingten klimatischen und meteorologischen Verhaltnisse. Im 
besonderen wird jedoch das Klima fiir die einzelnen Ortlichkoiten dieser 
Gegend jo nach Hohenlage, Hangverlauf, Bewaldung, Bestrahlung, 
bevorzugter Windrichtung usw. verschieden sein; so weicht das Khma 
im Tal von jenem auf der Hohe oder dem Hang eines Berges zumeist 
ab. Dieses Lokal- oder Standortsklima bezieht sich demnach nur auf 
einen kleinen Umkreis und wird daher auch als Kleinklima bezeichnet^. 
Die klimatischen und meteorologischen Unterschiede im Kleinklima 
wirken sich aber auch im Leben der Pflanzen- und Tiergesellschaften 

Vgl. i?* Geiger^ Handb. d. Klimatologie 1, Tail D, Berlin 1930. 
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aus, tmd daher koznmt demselben fiir die Zusatmnensetzung deB Eda- 
phons erne besondere Bedeutung zu. Pur das so definieitte Kleinklima 
die Bezeichnung Mikrokliw^ zu gebrauchen^, halten wk fiir unzweck- 
m&fiig, mbohten vielmehr diesen Ausdruck fiir das Klima mikro- 
skopisch kleiner Siedlungsstatten reserviert wissen wie z. B. der 
Bodenhohlraume, deren Mikrobenbestande in neuester Zeit Kvbiena^ 
studiert hat. 


B* Bas Lunzer Gebiet und dessen KUma* 

1, Die kleinklimatischen Stationen, 

An der Grenze der niederdsterreichischen Kalkvoralpen imd Kalk- 
hochalpen liegt in einer Hdhe von 606 m iiber dem Meere der Lunzer 
Untersee mit der Biologischen Station Seehof, einer Stiftung des 
Dr. Carl Kupelwieaer. 

l^espeist wird der Untersee durch den Seebach, der das Wasser aus 
dem siidlich vorgelagerten Durensteinplateau (Gipfel 1880 m) herbeifuhrt 
und d£iH in dieses tief eingeschnittene Hirschtal durchzieht, in dem sich 
auf zwei Talstufen der Mittersee (770 m) und der Obersee (1 113 m) vorfinden. 

Bedeutende Hohenunterschiede, vielfaltige Bodengestaltung (Tal-, 
Pal3- und Plateaulagen) sowie Abweichungen in der Gesteinsart (Dachstein- 
kalk bzw. Dolomit)® auf relativ engem Raum bedingen zusammen mit dem 
Vorhandensein der Station als Stutzpunkt imd Arbeitsstatte eine aus- 
nehmend giinstige (Jelegenheit fiir die Ausfuhrung bioklimatischer Unter- 
suchungen. Um solche zu ermoglichen, wurden durch den Meteorologen 
W, Schmidt (Wien) in CJemeinsohaft mit dem Leiter der Station, dem 
Hydrobiologen F, RuUner, und unter Mitwirkung des Botanikers H. Qams 
(Innsbruck) in verschiodenen I..agen meteorologische Stationen errichtet, 
wobei die W^ahl der Platze vorwiegend nach pflanzengeographischen Gesichts- 
punkten erfolgte. Alle Stationen waren mit Thermohydrographen in einem 
Abstande von 130 cm von der Bodenoberflache sowie einem Kontroll- 
thermometer in gleicher Hdhe, femer mit Extremthermometem in 6, 30 
und 100 cm uher und in 5, 10 und 20 cm m dem Boden, zum Teil auch mit 
Regenmessern ausgeriistet und gegen Wild- und Weidevieheinbruch durch 
ein Stacheldrahtgitter gosicliert. Sofern keine automatische Registrierung 
vorgesehen war, erfolgte die Ablesung der liistnunente allwdchentlich durch 
den Laboranten der Station (S, Aigner), eine im Hinblick auf das imweg- 
same Terrain miihevolle Arbeit. 

Im nachstehenden sollen die einzelnen Stationen kurz charakterisiert 
werden, wobei die Reihung nach der Hohenlage erfolgt. Diese Angaben 
verdanken wir zum grdlSten Teile dem Meteorologen Schmidt und dem 
Leiter der Station Huttner, wofur beiden bestens gedankt sei. 

^ Vgl. R, Geiger, Handb. d. Klimatologie 1, Teil D> Berlin 1930. — 
* W,Kubima, Arch. f. Pflanzenbau 6, 613, 1931; Biologia generalis 8, 
Lief, 2, 1932; diese Zeitsohr. 8, 607 — 642, 1932. — * Eine umfassende geo- 
logisoh-geographische Beschreibung des Gebietes liegt von G. Qdtzinger vor 
(G^morphie der Lunzer Seen und ihres Gobietes, Intern. Rev. ges. Hydro* 
biol. u. Hydrographic, Suppl. 1 u. 2, 1912). 
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1. Mitterseeboden (770 m) (Mn), 

Dieae Station ist in einer Stufe des SN verlaufenden Hirachtales gelegen; 
der Untergnmd besteht aus Bachschotter. Infolge geringer Sonnenschein- 
dauer zeigen sich starke Temperatnrschwankungen wahrend dea Tages mil 
einem spitzen Maximum aowie bedeutende Schwankungen der relativen 
Luftfeiichtigkeit von selir geringen Werten zur Zeit dea Temperatur- 
maximuma bis zur nahezu vollstandigen S&ttigung in den letzten Nacht- 
stunden. Infolge der stets feuchten, durch Pflanzenvegetation geschiitzten 
Oberflache aind die Tagesschwankungen der Temperatur an jener gering. 

Der Talboden» in dom die Station liegt, ist mit Hochstauden bewachsen : 
Dichte Best^de von FetasHes nweus, Ciramm oleraceum, Cirsium eriaUhnles, 
dazwischen Smecio fuchsii und andere Hochstauden. 

Neben der gewohnlichen Fauna der Hoohstaudenfluren, wie eine solche 
auch auf Schreier zu finden iat, treten, durch das dichte Blatterdach be- 
giinatigt, auch extrem feuchtigkeitsliebende Tiere. wie Vitrina elongata, auf. 

11. Schreier (780 m) {Sr), 

Hangstation mit Ostex])Osition am Fufie einer Felswand auf stoiler 
Schutthalde aus Da(*hsteinkalk. (ieringe Beatrahlung infolge Beschattung 
und friihzeitigem Sonnenuiitergaiig (here its um Mit tag). Daher allmahlichei* 
Anatieg der Tenifjeratur bis zu einem Maximum um die Mittagsstunde mit 
plOtzIichem Abfall; in den Nachmittagaatunden eine — wenn auch nicht so 
hoch reichende — Warmewelle durch Fallwinde. Das Morgenmaximum iat 
weaentlicli holier ala in der Station Mitterseeboden; auch sind die Teio- 
peraturachwaukungen infolge (lerollea starker und dringen tiefer ein. 

Hochstaudenflur mit Corylus avellana und Hhamnns carthartica, da- 
zwiachen viel Evpatorium cannabinum. 

Die Station Schreier weist eine fiir die imtere Waldstufe charakteristiache 
Fauna auf, in der sich — trotz der begiinstigten Hanglage der Station — 
nuT- wenige warmeliebende Tiere vorfinden, so die thermophilen Baum- 
wanzen Lygaeus equestria und Corizua hyoacyami^. 

III. Seekopf sattel (790m) {SI). 

Schwach gegen SO geneigto Wiese in ausgeaprochener PaJOlage auf 
Lunzor Sandstein und Moranenschotter, einen grolien Teil des Tagea der 
Sonnenbestrahlung ausgesetzt. Lufttemperatur zwiachen jenen von Mitter- 
aeeboden imd Schreier liegend, Erwaimmig duich Fallwinde, jedoch nicht 
mehr so ausgeaproehen. Die Bodentemporatur schwankt zwiachen denen der 
beiden genannten Stationen, die Tiefenwirkung jedoch ist gering. 

Der Seekopfsattel beherbergt eine Anzahl warmeliebender Tierarten 
der Vorberge, und zwar von Heuschrecken Pholidoptera cinerea, von Hemi- 
pteren Corizua hyoacyami usw, Charakterformen des Hochalpengebietea 
finden sich erst auBerhalb der Station an den Nord- und Osthangen. 

IV. Nos (1022 m) (Na). 

Auf einer steil nach Norden abfallenden Hangrip]:)e in liclitem Walde 
auf Dolomit ala Untergrund mit dicker Lage von Rohhumua dariiber. 
Infolge ausgiebiger Abachinnung gegen die direkte Sonnenstrahlung auBer- 

W. Kiihneltf Zoogeographica 1, 566 — 672, 1933. 
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ordentlich gleiobrndiSiger Verlauf der Temperatur; vor allem fehlt ein 
Abfall derselben darch n&chtliche Abkiihlung. Der Feuchtigkeitagehalt 
ist infolge der grolJen Luftruhe verh&ltiiism&Big hoch ; nur durch die F6hn- 
wirkung absteigender Luftstrdmungen kann eine st&rkere Austrocknting * 
eintreten. Auch im Boden sind die Temperatiirschwankungen gering imd 
erreichen nur bei Anderung des allgemeinen Witterungscharakfcers h5here 
Werte. 

Die Vegetation besteht aus einer Sricaheide mit Ilex, Bergahom und 
jKfwmmfeotebuschen. Um die Station findet sich lichter Mischwald aus 
Fichte, Tanne xmd Rotfdhre, Vorherrschend sind PimpineUa magna. Erica 
oamea und Scahiosa alpeatris; femer waohsen hier die tropischen Familien 
angehdrenden Moose Hookeria imd BrothereUa, 

Die Station Nos ist auBerordentlich arm an standigen tierischen Be- 
wohnem. Tm Rohhumus Oribatiden luid CoUembolen. 

V. Finstergstaud (1110m) (Fd), 

Schwaoher Querriegel in steil abfallendem Tal ; der Untergrund besteht 
aus Dolomit und Kalk. Durch die im SO und W iiberragenden Wande 
sowie- durch Baumwuchs (Fic/i^enbestand) beschattet; Exposition nur gegen 
NW. Daher Temperatiirschwankungen sehr gering» vor allem im Boden. 
Infolge der windgeschiitzten Lage todert sich auch der Feuchtigkeits- 
gehalt nur wenig. 

Hochgrasige Wiese mit Hochstauden, wie Senecio juchsii und viel 
TroUius europaeua; in der Umgebimg Fichtenwald, 

VI. Gstettneralm (1270 m) (Gm). 

In das Plateau eingesenkte Doline auf Dachsteinkalk, allseits von 
wesentlich liberhOhenden Hktigen umgeben, mit einem Gnmddurchmesser 
von etwa 250 m; neben der Station ein Tiimpel. Am Grunde der Doline 
bei schOnem Wetter auBerordentlich starke Temperaturschwankung mit 
Absinken bis zu einem n&chtlichen Minimum. Die relative Feuchtigkeit 
macht die gegenldufigen Schwankungen durch, allerdings mit einer l&ngeren 
Andauer voller Sattigung in der Kacht. Diese extremen Verh&ltnisse 
werden ganz wesentlich gefOrdert durch die windgeschiitzte Lage. StArkere 
Temperaturschwankungen der Bodenoberflache finden sich an den nicht 
durch Pflanzenwuchs geschiitzten Stellen, wenn auch wesentlich geringer 
als bei Meiaterau, 

Auf der sehr kurzrasigen Almweide ist imter anderem Rumex alpmua 
anzutreffen, an den W&nden der Doline Krurrwnholz, erst weiter oben 
Fichten, 

Zum stAndigen Tierbestand gehOren wenige Arten, die kAlteresistent sind. 

VII. Meisterau (1530m) (Mu). 

Schwach gegen S und SW geneigte Almwiese am hOohsten Punkt 
eines Plateaus mit einzelnen Steinen imd niedrigen Fichten; nOrdlich der 
Station ein Tiimpel. Die vollkommen freie Lage bedingt geringe tAgliche 
Schwankungen der Lufttemperatur und infolge der groBen Windge^hwindig- 
keit stArkere Austrooknung des Bodens. Bei Anderungen des allgemeinen 
Witterungscharakters, z. B. bei KAlteeinbriiohen, folgt die Temperatur 
rasoh. Auch tritt bei sohleohtem Wetter, vor allem bei Kebel, vollstAndige 
SAttigung der Luft mit Wasserdampf ein; hingegen kann die relative 
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Feuchtigkeit zu Zeiten ansteigender Luftbewegung bis gegen 10 % sinken. 
Die Temperatur des Bodens ajti der Oberfl&che schwankt ziemlich, auch bis 
in tiefere Schichten. Die Sonnenstrahlimg macht sioh fast ohne jede Schirm- 
wirknng bis ziim moglichen Maximum geltend. Die Station Meistercm 
beherbergt neben Charakterformen der hochalpinen Wiese eine Anzahl 
ausgesprochen thermophiler Tiere. 

2. Die meteorologischen VerhdUnisse zur Zeit der Probenahme, 

Uni ein ungefahres Bild von der allgemeinen Wetterlage znr Zeit 
der Probenahme zu geben, werden im Folgenden die meteorologischen 
Daten fur die Monate August und September des Jahres 1930 mit- 
geteilt, die uns vom Meteorologen W. Schmidt freundlichst zur Ver- 
fiigung gestellt wurden. 

a) Temperatur und Niedorschlagsmenge. 

Die in Tabelle I niedergelegten Werte wurden — soweit sie die Tem- 
peratur betreffen — mit einom Maximum -Minimum -Thermometer ermittelt, 
und zwar einerseits in Luft in einer Hohe von 5 cm iiber der Bodenoberfl&che 
und andererseits im Boden in 5 cm Tiefe ; das beobachtete Minimum steht 
immer zuerst, ihm folgt — durch einon Strich})unkt getrennt — das 
Maximum. Die Niederschlagsmengo ist in Millimeter je Ablesungswoche 
angegeben. Alle Angaben sind Mittel werte fiir die Ablesimgswochen in den 
Monaten August und September 1933. 

Tabelle 1. 


station 

1 

Lufttemperatnr 

1 “C 

1 

, Bodentemperatnr 

oc 

1 Niederschlags- 
j menge 

1 mm 

Mitterseeboden 

4,1; 

22,7 

8,08 

14,28 

' 53 

Schreier 

6,2; 

30,0 

, 11,0 

15,9 

42,8 

Seehopfsattel 

5,3; 

34,8 

1 11,3 

20,8 

48,3 

Nos 

4,7; 

22,4 

8,7 

14,4 

51,5 

Finstergstaud 

6,1; 

24,2 1 

8,5 

17,2 

, 57,4 

Gstettneralm 

-2,1; 

34,5 i 

6,3 

16,7 

1 57,5 

Meisterau 

1.9; 

25,1 1 

7.4 

16,8 

! 55 


Vergleicht man in Tabelle 1 die mittleren Schwankungen der Luft- 
temperatur innerhalb der neun Ablesewochen von Anfang August bis 
Ende September 1930 auf den einzelnen Stationen, so sind sie 
am geringsten (unter 20®) in Nos, Finstergstaud und Mitterseeboden, 
am extremsten auf der Ostettneralm (36,7®), wahrend sich Schreier, 
Seehopfsattel und Meisterau in der Mitte halten (zwischen 20 und 30®). 
Besonders auffallend sind die starken Nachtfroste auf der Ostettwralm ; 
diese Station zeigt auch die starksten Schwankungen der Boden- 
temperatur, die am gleichformigsten auf den Stationen Schreier und 
Nos ist. 
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b) Windverhaltnisse. 

Die Ermittiung derselben erfolgte mittels eines im Seelaboratorium 
(606 m) der Station Seehof untergebrachten regiatrierenden Schalen- 
kreuz- Anemometers. Im allgemeinen war eine Zunahme dor Haufigkeit 
des Windes von Morgen bis zu Mittag und eine Abnabme gegen Abend 
festzusteUen. Der Durchschnitt der Windgeschwindigkeit wahrend der 
Monate August und September 1930 betrug nach der J5cow/or^schon 
Skala 2, vorjierrschend waren Winde aus NW. 

c) Sonnenschoindauor und Bewolkung. 

Diese sind als Tagesdurchschnitt in Stundeii angegeben, und zwar als 
mittlere Werte fur die Monate August und September 1930. Die Sonnen- 
scheindauer wurde mittels des CamphelUStohea^chen Sonnenseheinauto- 
graphen in der Station Seehof onnittclt. 

Sonnenscheindauer : 4,8 Stunden. Absolute Bewolkung: 7,0 Stunden. 

i\ Die Probenahme. 

Dio Proben wurdeii an vier Stellen des eina:ezaunten Stationsbereiches 
entnommen, nachdem eine etwa 3 cm machtige Oborflacbenschicht (Gras- 
narbe, Waldstreu) ontfernt war, und zwar in der Kegel aus einer Tiefe von 
3 bis 7 cm (Bozeiclinung „oben“) und — sofern die ortlichen Verhaltnisse 
es gestatteten — auch aus einer Tiefe von 8 bis 12 cm (Bozoichnuiig ,,unten“). 
Die Probenahme erfolgte mittels sterilen Steehers bzw. Loffels, imd zwar 


Tabelle II. 


Nr. 

¥ 

Bezel eh- 

Wassergehalt m g Wasser je 100 g 

Bodenprobe 

imng 

iiaturfeuehten 

Bodentrocken- 


< 


Boden s 

snbstanz 

1 

Mittemeeboden , oben . . . 

Mvt, 

' 48,6 

94,6 

2 

„ unten . . 

Mn„ 

1 

45,6 

3 

Schreier 

Sr 

70,3 

236,7 

4 

Seekopfsatiel, obeu . . . 

SI 

29,4 

41,6 

5 

1 „ unten . . . 


44,2 

79,2 

6 

iVofi 

Xs 

67,2 

204,9 

7 

' Fimtergstaiid 

Fd 

52,1 

108,8 

8 

Gstettneralm) oben . . 

Gm 

56,2 

128,3 

9 

„ unten . . . 

Gm^ 

64,1 

178,6 

10 

Meisterau, oben 

Mu 

' 27,2 

37,4 

11 

„ unten . . . . i 

Mu^ 

27,2 

37,4 


ebenso wie die Aufbewahrung der Proben und die Herstellung eines Durch- 
schnittes aus den vier Einzelproben unter sterilen Bedingungen. Nachdem 
die mikrobiologischen Vorsuche angesetzt waren, wurden die Boden luft- 
trocken gemacht, iiber einem 2-mm-Sieb von Steinen und groben Wurzel- 
riiokst&nden befreit tmd nach dieser Vorbereitung zur bodenkimdlichen 
Untersuchung und fur die Atmimgsversuche verwendet. 

Die untersuchten Bodenproben finden sich mit ihrem Wassergehalt 
in vorstehender Tabelle II verzeichnet. 
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D. Bodenkundliehe Ckarakterisieruiiir der untersuchten Bodenarten* 

Zun&chst handelte es sicb daium, einen zahlenm&fiigen Ausdruck 
ftir jene Bodeneigenschaften zu gewinnen, die fiir das Mikrobenleben 
von Bedeutung sind. Daneben war aber aucb zu prufen, inwieweit 
dor Boden als Luft- und Wasserspeicher bef&higt ist, die in zeitlicben 
Scbwankungen unmittelbar einwirkenden Einfliisse des atmosph&rischen 
Klimas auszugleichen. Die letzte Kennzeichnung sollte einigermaSen 
den Ersatz bilden fiir die leider fehlende Feststellung des „Boden- 
klimas“. 

Da infolge des verschiedenen Raumgehalts der einzebien Boden- 
proben im Volumengewicht dorselben betrachtliche Unterschiede 
bestehen, bieten die auf das Bodengewicht bezogenen Angaben keine 
braucbbare Vergleichsbasis, weshalb das spezifische Gewicht des Bodens 
bestimmt wurde, um so eine Urarechnung der Analysenergebnisse auf 
gleiche Bodenvolumina und hierdurch einen Vergleich der verschiedenen 
Bodenproben untereinander zu ermoglichen. Denn es ist wohl offen- 
kiindig, daB alle quantitativon Angaben betreffend die Lebens&uBerungen 
der Mikioorganismen sich auf das gleiche Bodenvolumen als den wirk- 
samen Lebensraum beziehen iniissen, wahrend das Bodengewicht 
ziemlich belanglos ist. 

Die Tabelle III gibt AufschluB iiber den KcUionenhaushaM der 
Boden und ihren Reaktionsztistand, 

Spalte 1 : Die Sorptionskapazitdt T gibt an, wieviel Milliaquivaiente 
Kationen, einschliefilich Wasserstoff, je 100 g bzw. je 10 J ccrn Boden in 
austauschfahiger Form vorliegen. Dieser Wort ergibt sich als Summe der 
Basensattigung und des Basendefizits. 

Spalte 2 : Die Basensattigung B gibt an, wieviel Milliaquivaiente 
Kationen, ausschlieBlich Wasserstoff, je 100 g bzw. je 100 ccm Boden in 
austauschfahiger Form vorliegen. Bestimmung nach H. Kappen^. 

Spalte 3 : Das Basendefizit T-B gibt an, wieviel MiUiaquivalente 
Wasserstoff ionen je 100 g bzw. 100 ccm Boden in austauschfahiger Form 
vorliegen. Bestimmung durch elektrometrische Titration. 

Spalte 4: Sdttigungsgrad V kemizeichnet den (^halt an austausch- 
fahigen Basen in Prozenten der Sorptionskapazitat, d. h. den Grad der 
Entbasimg Oder der Basenanreicherung und damit auch die Bodenreaktion. 

Spalte 5 : Die Basenreserve gibt an, wieviel Milliaquivaiente Basen 
neben den austauschfahigen Basen in Form von (^arbonaten vorliegen; 
dioser Wert ergibt sich aus der Bestimmung des Garbonatgehaltes der 
Bbden, 

Spalte 6 : Die Bodenreaktion ist durch den auf elektrometrischem Wege 
mit der Chinhydronelektrode emiittelten pn-Wert angegeben. 

Spalte 7 imd 8 : Die Pufferung der Bdden ist durch die Menge H- und 
OH-Ionen gekennzeichnet, die eine Verschiebung des pn-Wertes xaa eine 
Einheit bedingen. Die Bestimmimg erfolgte durch elektrometrische Ti- 
tration. 


^ H. Kappen^ Die Bodenaziditst, S. 169. Berlin 1929. 
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Die Tabelle IV enthalt den Ca- nnd Mg-Gehalt der B6den und das 
daraiiB sich ergebende Ca/Mg-VerMltnis. 

Auf Onind dieser Untersuchungen ordnen sich die Stationen in 
drei Gruppen: 

I. Sorptionskomplex basengesattigt und auBerdem Basenreservon, 
daher alkalische Reaktion {MitterseehodeMy SchreieVy Nos, Finster- 
gataud ) . 

II. Sorptionskomplex noch weitgehend basengesattigt, aber keine 
Basenreserve ; scbwach saure Reaktion (Seekopfsattel) , 

III. Basondefizit im Sor})tionskomp]ex : saure Reaktion (Qstettneralm 
und Meiaterau). 

Die Boden sind demnach um so weitgehender entbast, je hoher die 
Station gelegen ist. Eine Sonderstellung nehmon die Stationen Noa 
und Finatergatavd ein, die trotz ihrer bedeutenden Hohenlago Tiber 
betrachtliche Basenreserven verfiigon, in denen jedoch das Mg in den 
Vordergrund tritt und eine Basennachlieferung aus der dolomitischen 
Unterlage wahrscheinlich macVt. Die Sonderstellung der beiden 
Stationsboden ist auch an ihrem hohen Pufferungsvermogen zu or- 
kennen . 

In der Tabelle V finden sich die folgenden Angaben : 

Spalte 1 : Crehalt an organiftcher Subatanz; BeHtiinmimg duroh nasse 
Verbrennung naeh Knop^. 

8palte2; Volumgewicht des Bodens; orient ierende Bestiminung diircli 
Einriitteln in ein MeBgefafJ. 

Spalte 3: Volumgewicht der f eaten Bodenauhstanzx BeHtimiuung nacli 
Albert und Boga'^. 

Spalte 4: Porenvolunmi; errechnet aus den Werten dor Sjmlton 2 und 3. 
Spa] to 5: Waaaerkapazitdt WK in Volum- und (Jewichtsprozenten. 
Spalte 6: Kritiacher WaaaergehaU ky d. h. die Nutzbarkeitsgrenze des 
Wassers fiir die hohere Pflanze; Bestimmung nach Sekera^. 

Sjmlte 7 : Oebund^enea Waaaer H als Nutzbarkeitsgrenze des Wassers fiir 
die Mikroorganismen ; Bestimmung durch Trookjion des Bodens iiber 
1 0 % iger Sell wef elsaure . 

Spalte 8: Trdg beweglichea Bodenwaaaer k-H orgibt sich als Differenz 
von Spalte 6 und 7. 

Spalte 9 ; Frei beweglichea Bodenwaaaer WK-k ergibt sich als Differenz 
von Spalte 5 und 6. 

Spalte 10; LuftkapazUdt ; wird bereehnet als Differenz von Spalte 4 
und 5. 

^ Vgl. F, Wahnachaffe u. F,Bchucht, Wissenschaftl. Bodenunters., 
4. Aufl., S. 66. Berlin 1924. — ^ L, Albert u. 0. Boga, Int. Mitt. Bodenkde. 
4, 1914. — * F. Sekeray Zeitschr. f. Pflanzenemahrung, Diingung u. Boden- 
kde., TeilA, 26, 102, 1932. 



Wasser- and Lofthaushalt 


Mikrobiologische Bodenuntersuchungen im Lunzer Grebiet. !• 233 


© I 

V V M kL 

pf-gsr 


c t) p 4) rt 


O’Sjo ^ 
a a ^ 


r*- 

o 

lO 


00 


CM 


T— ^ 

o 

05 


S3 

a> 


3 

05 

CM 

S3 

l> 

1-» 

CO 

CO 

CM 

tH 

IN 

Oi 

CO 

o 

O 


O 

^tm4 



05 

o" 

od' 

cd 

o 

CO 


CO 

od 

CO 

CO 

05 

N 



iH 




CM 



<X> 

t>- 


l> 

CO 


CD 

05 



05 

CO 

CO 

trf 

CM 

o 

CM 

CO 

o 


lO 


rH 

▼H 

CO 

CM 

CM 

CM 

CM 

CO 


CO 

CM 

o 



a> 

t- 



»C 

05 

o 

CO 

00 

00 

CM 

00 

00 

05 


05 


o 

00 



tH 









CO 

00 

00 

CO 

o 

iO 

o 


CO 


>o 

1 


l'» 


05 


00 

O 

lO 

iO 

CO 

1 

CM 


CO 

CM 

CO 

CO 


CM 


CO 


/■^ 






.'“N 

/>— s 


/-"S. 

1 CO 

lO 



CO 

CO 



05 

lO 

00 

o' 

99 

CD 

3. 

■M? 

05 


cT 


CM 

C35" 

CO 

»i0 

00 


l>- 

l> 

CO 


CO 

ii 











00 

L'- 


CO 

1^ 

CO 

o 

»C5 

o 

CM 


1 ^ 

co' 

3 


n" 

N 


go" 

05" 

oo' 

cm" 

1 




-MH 


-Ml 

-M* 



•*t 

l>- 

CO 

o 

00 

N 

N 

05 


N 

CO 

' oo" 

cd 

co'' 

co'' 

CO 

n" 

cd' 

id 

lO" 


id 

1 ^ 

CO 

CO 

wo 

*o 


CO 

CO 

iC5 

CO 

iO 




CM 

!>• 

, 

I'- 

N 

CM 

iC 

CO 

j CO 

ifH 

1> 



05 

CO 

CM 


00^ 

Ttl 

ti oi 

n" 


cm" 

cm" 



cm" 

cm' 

tH 

N 

o 

lO 


CM 

00 

CO 

00 

lO 

lC5 

lO 

lO 

1 


N 

CO 

CO 

CO 

CO 

o 

00 

CO 

00 



CO 

05 

05 

lO 

wo 

00 

o 

CO 


" o 

-1 

o 

O 

o' 

o" 

o 

o" 

o" 

■rH 

o 


oc 

00 


o 

o 


lO 


lO 

IC5 


CO 


•4 

wd 

CO 

cd 


cd 

n" 

oo" 


N 

N 


N 

CM 

CO 


CM 


CO 

T-< 


^ -C 

If* % 

< ^ Cb 


£ £ i. ^ ^ 



234 


A. Jaalke, F. Sekera u. A. Szilvinyi: 


Im Bahmen des Wasserhaushaltes kann dem kritischen Wasaer^ 
gehalt des Bodens insofem Bedeutung zukommen, als die Wasser- 
zirkulation im Boden imd zwangslaufig auch der Luftaustausch um 
so tr&ger sick vollzieht, je hoher der kritische Wassergehalt liegt. Der 
Zu- und Abtransport der Nahrstoffe iind Stoffwechselprodukte ist 
demnach an diese Voraussetzungen gebunden, aber es erscheint fraglich/ 
ob die im Wasser- und Lufthaushalt erkannten Unterschiede sich im 
Mikrobenleben auswirken konnen, da die Lunzer Boden infolge des 
Niederschlagreichtums und der felsigen Unterlage vorwiegend mit 
Wasser tibersattigt sind, wodurch die gegebenen Unterschiede sich 
ausgleichen. 

£• Dio mikrobiologiscbe Untersuchung. 

Die mikrobiologische Untersuchung erstreckte sich auf die quanti- 
tative und qualitative Ermittlung a) der kollektiven Bakter ten flora, 
b) der elektiven Bakterienarten, c) der Actinornyceten, d) der SchinimeU 
pUze, e) der SproPpilze sowie f) auf die Bestimmung der Bodenatmung. 

1. Die KeimzahWestimmung . 

Fiir die Ermittlung der Gesamtkeimzahl an Bakterien, Actino- 
myceten, SproB- und Schimmelpilzen stehen im allgemeinen zwei 
Gruppen von Verfahren zur Verfiigung, die direkte mikroskopische 
Ausz&hlung und die Plattenmethode. 

Der direhten mikroskopiachen Auszdhlung des gefarbten Praparates 
haftet schon in quantitativer Hinsicht der Nachteil an, daB infolge der 
Mitz&hlung toter Zellen und der schwierigen Unterscheidbarkeit der Bak- 
terien von manchen unbelebten Bestandteilen z\i hohe Werte erhalten 
werden. In qualitativer Hinsicht sind die Ergebnisse dieser Methode noch 
ungiinstigere, da sie beziiglich der Artenfrage ganz unzulangiiche Angaben 
liefert. Ihr Wert liegt jedoch zweifelsohne darin, daB sie iiber den Zustand 
AufschluB gibt, in dem sich die Mikroben im Boden vorfinden, so bei 
Bakterien, ob als vegetative Zellen oder Sporen, bei Schimmelpilzen, 
ob als Mycelstiick oder als Vermehrungszelle, 

Die Plattenmethode, bei der die Feststellung des Keimgehaltes aus der 
Zahl der Kolonien erfolgt, bietet den Vorteil, daB die toten Zellen nicht 
mitgez&hlt werden, weist jedoch den Mangel auf, daB meist ein kiinst- 
liches K&hrsubstrat verwendet wird, in dem nur ein Bruchteil der im 
Boden vorhandenen entwicklungsfdrhigen Keime zur Vermehrung kommt. 
Man gibt daher aus diesem Grunde sowie wegen der leichteren Unter- 
scheidbarkeit der Kolonien der einzelnen Bakterienarten voneinander 
vielfach den aus Bodenextrakt bereiteten Nahrbdden vor rein synthetischen 
den Vorzug. » Da jedoch zwischen den einzelnen Bodenarten bedeutende 
Unterschiede in der Zusammensetzung bestehen, bietet auch ein Boden - 
extraktnahrbocjen nicht die optimalen Entwicklungsbedingungen fiir die 
Mikroflora deS Versuchsbodens ; zudem ist ein solcher Nd.hrboden infolge 
seiner sohwankenden Zusammensetzung nicht reproduzierbar. Es ist daher 
auch empfohlen worden, den Versuchsboden selhat fiir die Herstellung des 
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Bodenextraktes zu. benutzen; dagegen ist jedoch zu bedenken, da3 gerade 
hierdurch die im Boden vorherrschenden Mikroorgamsmen in ihrer Ent- 
wicklung besonders begiinstigt, die iibrigen aber zuriickgehalten werden 
diirften, so dafi die Gefahr besteht, daB die in geringer Zahl im Boden sich 
vorfindenden Bakterienarten iiberhaupt nicht zur Tsolierung kommen. 
Es werden femer dadurch vergleichende Bodenuntersuchungen ungemein 
erschwert, weshalb wir fiii* unsere Forschimgen synthetischen Nahrboden 
den Vorzug gaben. 

Wir verwendeten zur Isolienmg der Bakterien den Asparagin-Mannit- 
agar nach Thornton in der folgenden abgeanderten Zusammensetzung : 
m/200 KNOg, m/200 KH2P04» m/1000 MgS04, m/1000 CaCla. m/600 
NaCl, 10“ ® mol. FeClg, m/200 Asparagin, m/200 Mannit, F/g^o Agar. Die 
Bestandteile wurden bis auf den Mannit in destilliertem Wasser gelOst, 
dann Agar zugegeben, f iltriert und nach dem Hinzuf iigen des Mannits auf 
das entspreohende Volumen (meist 1000 ccm) aufgefiillt; die Einstellung 
der Reaktion auf pn -- 7,4 erfolgte mittels n/10 Katronlauge. 

Zur quantitativen Ermittlung der Schimmelpilze, Hefen und Actino- 
myceten diente der von Waks^nan angegebene und von uns etwas modifizierte 
Glucose-Peptonnahrboden : m/20 Glucose, m/100 KH2PO4, m/600 MgS04, 
0,6% Pepton, 2,5 Agar; durch Zugabe von n H2SO4 wurde auf pn == 4 
eingestellt. 

Bei alien Keimzahlbestimmimgen wurden zunachst 10 g der Boden - 
probe in 1 Liter sterilen Leitungswassers gleichmaBig verteilt und mm 
immer weitere Verdiinnimgen im Verbal tnis 1 : 10 vorgenommen. Fur die 
Beimpfung der Plattenkulturen kamen dann die Verdiinnungen 1 ; 10* 
und 1 : 10®, die also die Keiine von 1 g Erde in 10 bzw. 100 Liter Wasser 
enthielten, zur Verwendung. Von beiden Verdiinnimgen stellten wir je 
zehn Pe/Wschalen-Kulturen her, um eine Zuverl^sigkeit des Zahlergebnisses 
von 5bis6°(, zu erreichen^. 

Die erbaltenen Kcimzahlen finden sich in Tabelle VI in Tausenden 
Keimen verzeichnet, daher sind die daselbst angegebenen Werte mit 
10* zu multiplizieren; hierzu muB jedoch bemerkt werden, daB diese 
Keimzahlen bei Schimmelpilzen und Actinomyceten nichts fiber die 
Zahl an physiologisch tatigen Individuen, sondem bloB etwas fiber 
die Reichhaltigkeit der Fruktifikation aussagen. 

Eine vergleichende Gegenfiberstellung der in Tabelle VI ent- 
halteuen Werte mit den Ergebnissen der bodenkundlicben Analyse 
laBt weder bezfiglich der Gesamtkeimzahl noch betreffend den Gehalt 
an Vertretem der einzelnen Mikrobengruppen (Bakterien, Actino- 
myceten, SproB- imd Schimmelpilzen) irgendwelche augenfallige Be- 
ziehungen erkennen. Der Grund hierffir ist offenbar in dem Umstande 
zu suchen, daB keiner der wirksamen Umweltfaktoren genfigend domi- 
niert, um auf das biologische Geschehen im Boden einen beherrschenden 
EinfluB auszufiben, vielmehr Art und Zahl der Keime von einer Mannig- 
faltigkeit von Paktoren abhangen, deren Wirkungsintensitat ungefahr 

^ Vgl. A,Janke u. H.Zikea, Arbeitsmethoden der Mikrobiologiet 
Dresden 1928, S. 77. 
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gleich stark ist. Die besonders auffallende Tatsache, daB Boden, die 
in ihren Eigenschaften ziemlich weitgehend ubereinstimmen und aus 
klimatisch ahnlichen Lagen stammen, wie die Bodenproben von Nos 
und FinatergaUmd, einen ganz bedeutenden Unterschied im Keimgehalt 
aufweisen, diirfte auf die unterschiedliche Klanzendecke zuriick* 
zuftihren sein. 

Das durch andere Forscher beobachtete gebaufte Auftreten von 
Schimmelpilzen mit abnehmendem pn war wohl in der Bodenprobe Mu 
(Meisterau), keineswegs aber allgemein wahrzunehmen. Auch lieB sich 
eine Korrelation zwischen dem Keimzahlverhaltnis von Schimmelpilzen 
zu Bakterien + Actinomyceten und dem Wasserstoffexponenten nach 
Jensen^ nicht feststellen, was jedoch nicht wundernehmen kann, da es 
doch schwerlich angangig ist, eine Beziehung herzustellen zwischen 
dem die Individueiizahl angebenden Keimgehalt an Bakterien und dem 
die Uppigkeit der Fruktifikation bzw. den Zerfall des Mycels in Hyphen- 
teile zum Ausdruck bringenden Keimgehalt an Schimmelpilzen und 
Actinomyceten. 

Der Wasser- und Lufthaushalt der — im lufttrockenen Zustande 
untersuchten — Boden scheint auf deren Mikrobenbestand ohne 
EinfluB zu sein, was offenbar damit zusammenhangt, daB die 
meisten Boden infolge des grofien Niedcrschlagreichtums des Lunzer 
Gebietes zur Zeit der Probenahme mit Wasser stark iibersattigt 
waren. 

2, Die quantitative Ermittlung der physiologischen Bakteriengruppen. 

Jene Bakterienarten, dencn eine bestimmte physiologische Leistung 
zukommt, konnen mittels cines Verdiinnungsverfahrens unter Ver- 
wendung elcktiver Nahrboden ihrer Zahl nach ermittelt werden, indem 
man die Verdiinnung der Probe soweit treibt, bis nach Aussaat gleicher 
Volumenteile der Grenzverdiinnuiig in den elektiven Nahrboden zum 
Teil Entwicklung eintritt, zum Teil aber nicht. 

Die praktische Aiisfiihrung dieser Methode erfolgt als Unterteilungs- 
verfahren^ derart, daB man ein bestimmtes Volumen F der entsprechend 
verdiinnten Keimsuspension auf x Teile aufteilt und je V jx com in x — 1 
KClbchen Oder Eprouvetten, die mit dem betreffenden elektiven N&hr- 
boden gefiillt sind, einbringt, die letzten F/a;ccm aber wieder auf x Teile 
aufteilt, so daB demnach jedes Gef&B der zweiten Reihe F/a5®ccm der 
urspriinglichen Probe bzw. Ausgangsverdunnung enthalt. Diese Unter - 
teilung wird zumeist noch ein drittes Mai vorgenommen, indem man die 
letzten F/aj*ccm wieder auf x Gef&Be verteilt. Das Wesen dieses Unter- 
teilungsverfahrens besteht darin, daB das Glied jeder Reihe soviel von der 

1 H.L. Jensen, Soil Science 81, 123—168, 1931. — « Vgl. A.Jonke 
u. H, Zxkes, Arbeitsmethoden der Mikrobiologie, S. 80. Dresden 1928. 

Arehlv fflr HikroUologie. 6d. 5. 1 0 
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Probe entMlt ale sfimtlicbe Glieder aller folgenden Beihen ausajymen* 
genoxxmxen. Arbeitet man mit drei Beihen, so ist demnaoh 

VIx = (rc — 1) . F/aJ® + x . V/xK 

In vorliegender Arbeit kam das TJnterteilungsverfahren als Zehn- 
telungsverfahren in Anwendung, das fiir die Bestimmoing des sogenannten 
GoWtiters im Trinkwasser durch Schiitz^ angegeben, durch Krombholz und 
Lorenz* aber variationsstatistisch ausgewertet mirde. Bei dieser Methods 
betr&gt also x =■ 10, d. h. jede Beihe umfaBt neun Glieder, nnr die letzte 
deren zehn. Die Ausfuhrung gestaltete sich in unseren Versuchen wie folgt. 

Es warden jeweils 30 Beagensglaser mit je 9 com des betreffenden 
elektiven Nahrbodens gefiillt und sterilisiert. In jedes der zehn Bdhrchen 
der ersten Beihe brachten wir dann je 1 com der fiir die Keimzahlbestimmung 
benutzten Verdiinnung der Probe 1 : 100. Die im letzten Bdhrchen so 
erhaltenen 10 com wurden nach guter Mischung auf die zehn BOhrchen der 
zweiten Beihe zu je 1 com aufgeteilt und der gleiche Vorgang bei der dritten 
Beihe wiederholt, so daB der Grad der Verdiinnung auf die Probe bezogen 
betrug: bei der ersten Beihe 1 : 10*, bei der zweiten Beihe 1 : 10* und bei der 
dritten Beihe 1 : 10^. 

Nach 8 bis 1 4 Tagen erf olgte die Feststellung des BOhrchens mit der 
geringsten Verdiinnung, in dem Entwicklung ausgeblieben war. Die Beihe, 
in dem sich dieses Bbhrchen vorfindet, wird der Berechnung zugnmde gelegt, 
imd zwar muJQ das Verhaltnis der positiven Rohrchen dieser Beihe zu den 
negativen festgestellt werdon, wobei die nachfolgende Beihe an Stelle 
eines positiven Gliedes der vorhergehenden gerechnet wird, sofem auch 
nur in einem ihrer Bohrchen Entwicklimg eingetreten ist. Hat man die 
Zahl der positiven Glieder in der fraglichen Beihe ermittelt, so kann man 
aus der von Krombholz und Lorenz* angegebenen Tabelle VII die wahr- 
scheinlichste Keimzahl und die Abweiehungon von dieser nach oben und 
unten entnehmen, worauf die erhaltenen Werte nur noch mit dem Ver- 
diinnungsgrad zu multiplizieren sind. 


Tabelle VIT. 
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11 

15 

20 

30 

49 
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0 

0 + 2 
®-0 



0 + 7 
®~2 

11 ±4 

161^5 

22+27 


Die vielfach iibliohe* Ausfuhrung des Zehntelimgsverfahrens mit An* 
stellvuig von hloB einem Bfihrchen auf jeder Verdiiimxmgsstufe, wobei die 
geringste Verdfinnimg, in der noch eine Entwicklung der Mikroorganismen 
eingetreten oder deren chemische Umsetzung noch nachweisbar ist, der 

* Schiltz, Zeitschr. f. Hyg. 80, 280. — * E. Krombholz u. W, Lorenz^ 
Centralbl, f. Bakt., I. Abt., Beih. zu 104,277, 1927. — » Z. B. D,Keh6r, 
Untersuohungen iiber die Milo^obiologie des Waldbodens, S. 13. Berlin 1933. 
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Ermittlung der Keimzahl zugnmde gelegt wird, indem der Verdunnungsgrad 
dieses Kbhrchens direkt den Keimgehalt angibt, ist mit einem mehrhimdert- 
prozentigen Fehler behaftet und daher nicht zu empfehlen. 

Die quantitativen Ennittlungen an pbysiologischen Bakterien> 
gruppen wurden ausgedehnt auf Nitrifikanten, Denitrifikanten, aerobe 
SticJ^ffbinder (Azotobacter), Amyhbacter und AtM^robier, 

Die hierzu verwendeten Nahrlosungen waren die folgenden: 

Fiir Nitrifikanten nach Waksman, wie folgt modifiziert : m/100 
Mg(NH 4 )P 04 , m/100 KHaP 04 , m/100 MgS 04 , m/60NaCl, m/100 FeS 04 , 
m/20 MgCOg. 

Fiir Denitrifikanten nach Qiltay in folgender Abandoning: m/60 
NaNOa, m/100 KaHP 04 , m/200 MgS 04 , m/20 Na-Citrat, m/1000 CaCl*, 
10-5. m/2 FeCV 

Fiir Azotohacter nach Waksman^ wie folgt modifiziert: m/50 KHaP 04 , 
m/1000 MgS 04 , m/1000 CaCJj* I0“5.mol. FeClg, m/100 Mannit, mittels 
n NaOH auf Ph = 7,6 eingestollt. 

Fiir Amylobacter nach Winogradsky: • 

Glucose 2 g FeS 04 . 7 H 20 . 0,001 g 

KaHP 04 0,1 g MnS04.4H80 . 0,001 g 

MgS 04 . 7 H 20 .... 0,02 g Kreide 10 g 

NaCl 0,001 g H 2 O . . . auf 100 ccm 

Fiir Anaerobier Nahrbouillon mit Hiihnerlebor : Die mittels N-Soda- 
losung auf Ph = 7,2 bis 7,4 emgestellte Nahrbouillon (mit 1 Pepton 
imd Na(’l) erhielt vor dem Sterilisieren jo Rohrchen einen Zusatz 

von etwa 1 g Hiihnerlcber, der cine reduzierende und nahrende Wirkung 
zukommt. 

Dio Ergebnisse des Zehntelungsverfahrens findon sich in den 
Tabellen VII 1 und IX zusammengestellt, wobei die Zahlon in Klcindruck 
die Schwankungen des Mittelwertes nach oben bzw. unten bodeuten; 
fehlt die cine oder andero, so soil dies besagen, dafi cine Schwankung 
nach der betreffenden Seite unwahrseheinlich ist. Das Zoichen > gibt 
an, daB die Keimzahl sicher uber dem angefubrten Zahlenwert liegt. 
Die Tabellen VIII und IX liefern im Cegensatz zur Tabelle VI un- 
mittelbar den Keimgehalt. 

Aus den Angaben der nachstehenden Tabellen ist vor allem das 
Auftreten der aeroben Stickstoffbivder (Azotobacter) selbst in einem 
Boden von einem Wasserstoffexponcnten von 5 und weniger (4,7) 
hervorzuheben, was mit den Feststellungen anderer Forscher^ im 
Einklang steht, wonach die Azotobacter-Arten im Waldboden sich wcsent- 
lich niedrigeren pn-Werten angepaBt haben als dies im Ackerbodcn der 
Fall ist. Auffallig ist jedoch andererseits das sparliche Auftreten bzw. 
vollstandige Fehlen von Azotobacter in den Erdproben Ns und 

Fd, wofiir vielleieht das enge Ca/Mg-Verhaltnis dieser Boden verant- 
wortlich zu machen ist. 

^ Siehe FuBnote * auf voriger Seite. 

10 ♦ 



Tabelle VIII *. 

Keimgehalt, bezogen auf Ig Bodentrockensub^tanz 


240 



A. 

Janke, F 

. Sekera 

u. A. 

. Szilvmyi 

• 




II 

SI 

ig 

§i 

II 

§§ 

^•1 

Is 



m 

fc 

SP 

IS 

Si 


9SS 

?2iS 

53 

S c« 

f-4 

^co 


Is 

1 

§ 

s 

CO 

§ 

o 


o 

03 

CO 

CO 

!g 

to 

O 

03 

i 

1 



« 

o 

CO 

o 

I>* 

C73 

CO 

CO 


00 

40 

CD 

§ 




t-t 

(M 








CO 











A 



ii 

too 

§i" 

ii 


is" 

ii 

o 

CO 

§SS 
00 1-1 

§1 

3i 


If 

So 

o5ih 


CO f-l 


en i-< 

i4« iO 

h- »H 

II 

■<5l< 

i<<cn 

ss 

en tH 








rH 





1 

o 

lO 

tCi 

O 

O 

o 

o 

40 

CO 

O 

O 

Ql 

§ 

CO 

f-< 

»o 

40 

CO 

00 

40 

tH 

l>- 

— H 


O 


03 

CQ 

CO 

(M 


C^ 

CM 

40 




CO 

CO 


S 

CO 

o 

00 

(M 

CM 

CO 

2? 

tH 

s 

CO 

tH 



o 

CO 

00 



CO 















— 

_ 

. — 


/ 



— 



— 

fc. 












V 

s 

2 


O) 


kA 


f5.g 

CO 'n 

cn 
ru CO 

COCO 

85 

£ 


T#< O 

lO 

^ t— 



kA r-t 


1— 00 


OQ 


CO CO 

OD 

CO 1- 



o cn 

CO en 

r-« 

05 cn 


CO 

o 


40 

l>- 

CO 

o 

03 

O 




CO 

(M 


lO 

(M 

o 


— H 

CM 


CO 


y-A 

CO 

CO 

03 

(M 

CO 


00 

CO 

o 

40 

<M 

V 

CO 

00 

CO 



40 

CO 

tH 



»n lo 

A 00 

o5 O' 

® s 

lO 50 

ii 

t- <N 

on r>i 

co>^ 


lA cn 

35S 

1 

s 

CO 

lA 

8 

ii 

i§ 

s: 


CO *-« 

S CO 

o» 

C«~ 1«1 



sD 

1- 

■n* 

CO 

05 

sa 

-H CO 







IH 






O 

o 

to 

40 

s 

(M 

(M 

»o 

CO 



CD 

S 



tH 

— H 

03 

(M 

§§ 

o 

1-4 

o 

CM 

CO 

S 


1 ^ 

tH 

CO 



<M 

r- 

CO 

CD 


CD 



CO 


40 





CO 



1 




o 


T-^ 










1— 1 












/ 









i§ 

CO c- 
-<l CO 

Q a> 
SS %a 

or 

J9 

eoiA 
r^i 1-1 

lA 

cn 

S2 

82 


$ 


00 fH 

cn 

Oi 1-1 

lO 

lA 


tS 

r-o 

^ 8 

O 

s 

•s 


lO CO 

C0 1-1 

P» 

l-(X> 

:s 

t- »-< 

i 


i«<CO 

r-» 

P28 

05 

•S 

o 

CO 

I> 

T-* 

O" 

CO 

40 

o 

o 

o 

CO 

•K. 


o 

CO 

03 

CO 

CO 

40 

L'^ 


CD 

s 


(M 


l>- 

o 

CO 

o 

CM 

CD 

l> 

< 

lO 

03 

(N 

03 

CO 

CO 

CO 

SP 

CD 

I>- 

CD 


tH 






S} 


O 


1 







1—4 

CO 


tH 


1 

1 

(3 » 












0? 












O 












1 

1 











CQ 


s 







JS 


s 


3fn 

1 



CQ 


Fd 

1 


1 

1 


Vgl. die FuBnote zu Tab^^lle 



Tabelle IX >. 

Keimgehalt, bezogen auf Iccm Bodentrockensubstanz. 
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Im allgemeinen waren Amylobacter-Ax^n reichlicber anzutreffen 
als aerobe Stickstoffbmder, was mit den Feststellungen von Amberg^ 
betreffend die Bakterienflora am Pilatus in der Scbweiz im Einklang 
steht. 

Ebenso wio der Mikrobenbestand im allgemeinen, so scheint auch 
der Gehalt an physiologischen Bakteriengruppen zu dem Wasser- und 
Lufthaushalt der (lufttrockenen) Boden wegan deren starker tJber- 
sattigung mit Wasser zur Zeit der Probenahme in keiner eindeutigen 
Beziehung zu stehen ; Naheres hieruber bringt der II. Teil. 

5. Die BeMimmung der Bodenatmung, 

Zur Bestimmung der Bodenatmung, d. h. der von den Bodenmikroben 
produzierten Atmungskoblensaure, diente die in Abb. 1 skiz 2 derte Vor- 
richtimg. In Anlehnung an die naturlichen Verhaltnisse * soil die Apparatur 
einen turbulent en (lasaustausch des Bodens herbeifiihren und die von 

einer bestimmten Gewichtsmenge Boden 
innerhalb einer gewissen Zeit produzierte 
Atmungskohlensmire zur Absorption 
bringen. Im wesentlichen besteht die 
Apimratur aus dem Atmungskolbchen, das 
die Bodenprobe enthalt, und dem damit 
verbundenen Ahsorptionakolbchen, in 
welches eine gewisso Menge Barytlauge 
von bekanntem Gehalt gebracht wird. 
Diese beiden Kolbchen sind — wie aus 
der Abbildung ersichtlich ist — an ©in 
25 cm hohes und etwa 1 cm weites, mit 
Quecksilber gefiilltes Manometerrohr M 
angeschlossen, auf deis durch eine Ver- 
bindung bei a Druckschwankungen 
ubertragen werden, die ein elektrisch 
Abb. 1. angetriebener und geschlossener Blase- 

Apparat zur Bestimmung der balg erzeugt. Das im Manometer be- 
Bodenatmung. fincUich© Quecksilber pulsiert ungefahr 

50mal in der Minute mit einer Hubhdhe 
von ©twa 50 mm und erzeugt so standige Luftdruckschwankungen im 
Atmungsraum. Dadurch wird das Hohlraumvolumen des Bodens durchliiftet, 
d. h. die dort produzierte AtmungskohlensAure herausgeschafft und der Ab- 
sorption durch die Barytlauge zugefiihrt. Wiewohl durch diese Vorkehrung 
dor Vorgang der naturlichen Bodendurchliiftung qualitativ nachgeahmt 
wird, mui3 man sich vergegenwftrtigen, dai3 die in der Natur herrschenden 
turbulonten Luftdruckschwankungen um ein Vielfaches geringer sind 
als bei vorliegender Versuchsanordnung, die mit Absicht eine optimal© 
Bodendurchliiftung anstrebt, um die gesamte Atmungskohlensaure zu 
erfassen. 

1 K. Amh&rg, Mitteil. d. Naturf. Ges. Luzern 47, 311, 1917. — * VgL 
W, Sch^mdt u. P. Lehrriann, Sitz.-Ber. d. Akad. d. Wiss. Wien, math.- 
naturw. Kl., Abt. Ila, 188, 823—852, 1929. 




Mikrobiologische Bodenuntersuchimgen im Luazer G^biet. I. 243 


Fiir die nachstehend mitgeteilten Versuche warden jeweils 10 g Ivift- 
trockener Boden verwendet und soviel Wasser zugesetzt, wie 60% der 
Wasserkapazitat entspricht. Die vorgelegte Barytlauge worde nach 
4^/itftgiger Versuchsdauer titriert. Die Temperatur war w&hrend der 
Versuchsdauer auf 22 bis 26° konstant gehalten. Da ^on dem skizzierten 
Atmungsapparat mehrere gleichzeitig an den Blasebalg angeschlossen 
waren, sind die anschlieBend mitgeteilten Ergebnisse gleichzeitig unter 
denselben Durchluftungsverhaltnissen gewonnen worden. 


Tabelle X. 



BodeDatmnng in mg CO2 

Statlonen 

lufttrockenen 

Boden 

Trocken- 

substanz 

je ccm 
Trocken- 
substanz 

Mn . . 

3,64 

5,33 

12,6 

Mn„ . 

3,86 

5,20 

11,3 

Sr. . 

i 3,41 

8,10 

13,8 

SI . I 

j 2,62 

3,44 

7,3 

SI, . 

3,36 

3,70 

8,0 

N8 

1 3,31 

4,86 

9,3 

Fd . . 

3,22 

4,60 

7,7 

€hn . 

3,63 

7,23 

16,1 

&m„ . 

3,86 

4,70 

11,4 

Mu 

3,60 

4,22 

7,8 

Mu 

3.97 

4.70 

11.4 


Unter den in vorstehender Tabelle X enthaltencn Zahlen fallen 
vor allem die niederen Atmungswerte je g lufttrockenen Boden fiir 
Sly Slu und Fd auf, denen aber keineswegs die niedrigsten Keimzahlen 
entsprechen; nun zeigon diese Boden eine relativ hohe Sorptions- 
kapazitat, so dafi es den Anschein hat, als ob die Atmungskapazitat 
der Mikroben durch deren Adsorption an die kolloiden Bodenteilchen 
eine EinbuBe erleide. Diese Vennutung steht im Einklang mit den 
Feststellungen von Dianoma und Woroschilotva^y so wie Chvdiakow^, 
wonach die Adsorption der Bakterien eine starke Abnahme ihrer 
chemiscben Tatigkeit zur Folge hat. 

Die Bebauptung Remys^, derzufolge die COg-Entwdcklung in 
engster Beziehung zur Schimmelpilzentwicklung steht und sich wie 
diese mit dem pn andert, konnte jedoch nicht bestatigt werden. 


^ E. W, Dianowa u. A, A, Woroschilowa, J. f. wiss. Lcmdwirtsch. 2, 
Nr. 9, 1926. — * N. Chudiakowy ("entralbl. f. Bakt. II, 68, 346 — 368, 1926; 
vgl. auch A, R, Minenkow, ebenda II, 78, 109, 1929. — » Th, Remy^ 
Deutsoh. landw. Presse 68, 614, 1926. 
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A. Janke, F. Sekera u. A. Szilvinyi: 

Zusammenfassung:. 

1. Es werden sieben kleinklimatische Stationen der biologischen 
Station Lanz am See, betreffend die geologischen und klimatischen 
Verhaltnisse, charaVterisiert. Besonders hervorzubeben sind das gleich> 
maJSige ausgeglichene Klima der Stationen Nos und Finstergstavd 
einerseits und die bedeutenden Schwankungen der Temperatur und 
Luftfeuchtigkeit auf den Stationen Gstettneralm und Meisterau anderer- 
seits. 

2. Die bodenkundliche TJntersuchung der Erdproben dieser klein- 
klimatischen Stationen ergab vor allem eine Ausnahmestellung fiir die 
auf vorwiegend dolomitischem Untergrimd sich vorfindenden Stationen 
Nos und Finstergstaud. So weisen deren Boden eine fiir ihre nicht 
unbedeutende Hohenlage (iiber 1000 m) relativ hohe Sorptionskapazit&t 
und Basenreserve und demnach alkalische Reaktion sowie ein enges 
Ca/Mg-Verhaltnis auf; ferner ist die Pufferung dieser beiden Boden 
im Vergleich zu den iibrigon aufierordentlich gut. 

3. Der Wasser- und Lufthaushalt dor untersuchten Boden ist auf 
deren Mikrobenbestand ohne erkennbaren EinfluB, was nicht wunder- 
nehmen kann, da die meisten Bodenproben infolge des feuchten Klimas 
des Lunzer Gebietes im Zeitpunkte der Probcnahme mit Wasser stark 
iibersattigt waren. 

4. Ein Zusammenhang zwischen Zahl und Art der Keimo und 
einem bestimmten Umweltfaktor, wic Klima oder physikaliscb-chemische 
Bodeneigenschaften, war nicht zu erkennen, was entweder in dem 
Zusammonwirken mehrerer dominierender Faktoren oder in dem iiber- 
ragenden EinfluB der Art der Klanzendecke auf den Mikrobenbestand 
seinen Grund haben kann. Der EinfluB der Pflanzendecke konnte auch 
die Erklarung fiir die zunachst befremdliche Tatsache iiefern, daB 
selbst in ihren Eigenschaften ziemlich weitgehend iibereinstimmende 
Boden aus klimatisch ahnlichen Lagen in ihrem Mikrobenbestand 
bedeutende Abweichungen zeigen. 

5. Eine Korrelation nach Jensen zwischen dem Quotienten aus den 
Keimzahlen der Schimmelpilze und der Bakterien + Aciinomyceten 
einerseits und dem Wasserstoffexponenten andererseits konnte nicht 
festgestellt werden, war aber auch kaum zu erwarten. 

6. Aerobe SUckstof (binder konnten im Einklang mit FeJUr auch 
in saurem Waldboden (bis pn = 4,7) nachgewiesen werden, je- 
doch fehlte diese Organismengruppe trotz giinstiger pn-Werte in 
den ein enges Ca/Mg-Verhaltnis aufweisenden Stationen entweder 
ganz {Finstergstaud), oder sie waren nm* sparlich anzutreffen 
{Ns, Mnjj. 
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7. AmylcbcLCter wurde in t)bereinstimmung mit Amberg im all* 
gemeinen reichlicber vorgefunden als die aeroben N-Binder. 

8. Dio Intenditat der Koblens&ureatmung wird anscheinend 

nicht nur durch den Keimgehalt, sondem auch durch die Adsorptions- 
kraft der Boden bestimmt. So zeigten Boden von geringer Sorptions- 
kapazitat trotz relativ niedrigen Keimgehalts ziemlicb bedeutende 
Atmungswerte wabrend diese. bei keimreichen, aber stark 

adsorbierenden Boden wesentlicb niedriger lagen {SI, Fd). 

9. Eine Beziehung der Kohlensaureatmung zur Schimmelpilz- 
entwicklung und zum pn war nicht zu erkennen^. 

Der Notgemeinschaft der Dciitschen Wissenschaft sei fiir die 
gewahrte Unterstiitzung ergebenst gedankt. 

^ Kin wefientlich klarerer Einblick in die Beziehungen zwischen 
Mikrobenbestand und Umweltfaktoren hatte sich bei Wiederholung der 
Unterfiuohungen zu verschiecienen Jalireszeiten gowiimen lassen, doch war 
dies aus aul3eren (^Jriinden nicht durchfiihrbar. Woli] aber sind tolche 
laufende Untersuchungen bei Schimmelpilzen, Hefen und Actinomyceten 
durchgefulirt worden bzw. derzeit noch in Durchfiihrung begriffen, woriiber 
zu einoni spateroix /oitpunkte berichtet werden wild. 



<Aus dem Institut fur experimentelle Zoologie, Stookholin> und aus der 
Zentralanstalt fur Landwirtschaftliches Versuohswesen, Experimentalf&ltet 

bei Stockholm.) 


Die Mlkrofauna des Bodens, 

ihr Verh&ltnis zu anderen Mikroorganismeii und ihre Bolle 
bel den mikrobiologischen Yorg&ngen im Boden% 

Von 

M. Koflman. 

Mit 13 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 31. Jamuir 1934.) 

Einleitang. 

Im Jahre 1875 haben Aubergier (7) und Dumas (90) bei Versuchen, 
•die Phylloxera des Weinstocks mit Schwefelkohlenstoff auszurotten, 
eine so starke Erntevermehning beobachtet, dafi diese nicht durch die 
Vertilgung des schadlichen Insekts allein erklart werden konnte, sondem 
auch auf anderen Faktoren beruhen muBte. Die Erhohung der Frucht- 
barkeit des Bodens nacb seiner Behandlung mit vorschiedenen anti- 
septischon Mitteln oder mit Warmc, die sogenannte partielle Sterili- 
sierung, ist seitdem von sehr vielen Forschem bostatigt worden; die 
Ursachen dieser Bodenverbesserung sind indessen trotz vieler Er- 
klarungsversuche und Theorien noch nicht klargclegt (94, 116 bis 119, 
122, 123, 148 bis 168, 194, 195, 245, 301 bis 305, 367). 

Von den verschiedenen Theorien hat bislang keine auch nur 
annahemd so stark die Aufmerksamkeit auf sich gezogen wie die von 
Russell und Hutchinson (334, 335) 1909 aufgestellte Protozoen-Theorie. 
Nach dieser verzehren die in groBer Menge im Boden vorkommenden 
Protozoen die fiir die Pflanzen niitzlicben Bakterien, wodurch sie die 
Fruchtbarkeit des Bodens herabdriicken, auch bei Vorhandensein der 
fiir die Pflanzen notwendigen Salze. Die Theorie ist von den meisten 
englischen Bodenprotozoen-Forschem anerkannt worden und hat auch 
in anderen Landern viele Anhanger, aber auch Gegner, besonders unter 
den amerikanischen Bodenprotozoen-Forschem, gefunden. Einige 
Forscher stellen sogar dariiber hinaus das Vorkommen aktiver Protozoen 

^ Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Universitfit zu Stockholm, der 
Stiftung „Lars Hiertas Minnesfond“, der Verwaltung fiir „Peter Wahlbergs 
fond**, der Kdndglichen Landwirtsohaftsakademie und „L&ngmanska 
Kulturfonden**. Die Arbeit erscheint aus technischen Griinden in wesentlich 
gekiirzter Form. 
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im Boden iiberhaupt in Abrede. Welches Intereese die Bodenprotozoen 
in theoretischer und praktischer Hinsicht erregt haben, geht vielleicht am 
beaten aus einem Vergleich zwischen der Anzahl einschlagigen Arbeiten 
vor und nach der Veroffentlichung der Protozoen-Theorie hervor. Ob- 
wohl Protozoen aus dem Boden mehr ala 70 Jahre vor her bekannt waren, 
vrurden bis dabin fiber sie nur einige zehn Arbeiten, hauptsachlich in 
Deutschland, wahrend der darauffolgenden kurzen Zeit von etwa 
20 Jahren dagegen viele hundert Arbeiten in aller Welt veroffentlicht, 
und es erscheinen immer weitere Arbeiten. Die Ergebnisse sind jedoch 
oft widersprechend, so daB wir bis jetzt keine GewiBheit haben, welche 
Formen wirklich Bodenprotozoen sind, wie groB ihre Anzahl ist, und 
noch weniger, welche Rolle sie bei den mikrobiologischen Vorgangen 
im Boden spielen. 

Geschichtliches. 

Mit Riicksicht auf das in dieser Arbeit behandelto Problem diirfte 
eine kurze historische tJbersicht der Arbeiten iiber die Protozoen und 
ihre RoUe im Boden am Platze sein. 

Schon 1719 wurden interessant© Beobachtungen iiber lebende Proto- 
zoan, die aus dem Sand oiner Dacjirinne erhalten waren, von Leeuwen- 
hoek (223) gemacht. 1837 berichtet© Ehrenherg (98) iiber mehrero Protozoen- 
arten aus Bodenaufschlammimg. Das Interess© schoint jedoch nicht groB 
gewesen zu sein, da man wahrend der folgenden Dezennien nur mehr Oder 
weniger zufallige Mitteilungon iiber Bodenprotozoen antrifft. So hat derselbe 
Forscher in einigen Arbeiten (96 bis 99) mehrer© Protozoenarton, besonders 
Theoamoeben, aus in verschiedenen Weltteilen gesamrnelten Proben von 
Acker- und Waldboden, Vulkanasche, Schlamm usw. beschrieben. Von be- 
soiiderem Interess© ist sein© Mitteilung iiber Protozoen aus gefrorenen, 
wahrend der zweiten deutschen Nordpolarfahrt gesammolten Boden- 
proben(lOl). Untor anderen altoren Protozoenforschern, die Protozoen 
aus dem Boden beschrieben haben, sind Dujardin (89), ClaparHe imd 
Lachuhann von Post Gagliardi (12%) und Pleas (Z0%) zu nennen. 

Gree// (140 bis 144) gehorte zu den Forschern, welche systematisch Proto- 
zoen aus Boden zu isolioren und zu bestimmen versuchten. Zu den fruhesten 
Untersuchungen ul>©r Bodenprotozoen gehoren auch diejenigen Meresch- 
kowskys (269) und Leidy^ (224). Von den vom Erstgenannten beschriebenen 
etWa 160 I^otozoonarten aus dem nordlichen RuBland waren viele 
aus Boden und Sand isoliert. 8©it den neunziger Jahren des vorigen Jahr- 
himderts haben Gelli und Fiocca (38, 39), Beijerinck (16), Frosch (126) und 
Tsujitani (377) verschiedene Amoeben durch Bodenimpfung auf (jfelatine 
isoliert. Einige Jahre darauf haben Penard (289, 290, 294), Ndgler (276) 
und Orosse-Allermann (\60) verschiedene durch Impfung von Boden auf 
Agar erhaltene Protozoenformen beschrieben. Protozoen aus Moorboden 
imtersuchten mehrer© Forscher (9, 10, 100, 166, 167, 193, 274, 288, 291 bis 
293, 319, 361, 364). 

Schon friihzeitig haben manche Forscher (270, 349) auch versucht, 
einen Zusammenhang zwischen Mikrofauna und Beschaffenheit des Bodens 
zu finden. Auch die Bedeutung der Protozoen in physiologischer Hinsicht (26, 
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299, 320) hat schoii einige der alteren Forscher interessiert. Unter den 
neueren Forschern, nach deren Meinung die Protozoen in groBen Mengen im 
Boden vorkommen und eine wichtige Rolle beim Stoffiimsatz spielen, u. a. 
durch Einwirkung auf Bakterien, Algen und Pilze, sind Stdrmer (368, 369), 
Hiltner (169) und Wolff (406, 407) zu erwahnen. 

Rii^sellxxnd Hutchinson 336), deren Protozoen-TheorieeinenWende- 

punkt im Studium der Bodenprotozoen bildete, beobachteten bei Behandlung 
des Bodens mit Warme oder antiseptischen Mitteln eine Verminderung 
der Anzahl der Protozoen bis zum volligen Verschwinden und gleichzeitig 
eine Vonnehrung der Bakterien und eine Steigerung der Ammoniakbildung. 
Sie schlossen daraus, dafi die Protozoen ein hemmender Faktor fiir die 
Fruchtbarkeit des Bodens seien, weil sie die fiir die Pflanzen niitzlichon 
Bakterien verzehrten, und meinten, es miisso unter normalen Verhaltnissen 
ein (rleichgewicht zwischen den verschiedeneii Mikroorganismon im Boden 
bestehen. Die Bakterien konnten sich nicht unbegrenzt entwickeln, sondern 
wiirden in ihrer Entwicklung durch die Protozoen gehemmt, die ihrerseits 
durch Mangel an Bakterien, ihrer Nahrung, zuriickgehalten wiirden. IXirch 
partielle Sterilisiening des Bodens wiirden die phagocytaren Protozoen 
getotet Oder in ihrer Entwicklung gehemmt, die Rporen der Bakterien 
verblieben dagegen unbeschadigt und entwickelton sich ungehindert, nach- 
dem die Wirkung der antiseptischen Mittel, z. B. nach dem Verdunsten, 
aufgehort habe. Die Bakterien konnten auf solcho Weise das Violfache der 
normalen Anzahl en*eichen, was zu einer Steigerung dor Ammoniakbildung 
und somit der Fruchtbarkeit fiihre. Schon bevor die Protozoen -Theorie ala 
solche ausgearbeitet wurde, hat Bussell (324, 326), teilweise zusammem mit 
Mitarbeitern (332, 333, 336, 337), versucht, die Ursache dor giinstigen Ein- 
wirkimg der partiellen Sterilisiening unter biologischem (lesichtspunkt zu 
erklaren. Auch nach der Veroffentlichung der Protozoen -Theorie haben sich 
Russell (Z2Q bis 330) und Hutchinson (\%2y 183) mit den (legnern der 
Theorie auseinandergesetzt und versucht, weitere Beweise fiir ihre Richtig- 
keit zu erbringen. 

Cutler, der mit seiner Schule gegenwartig eine fiihrende Stellung iimer- 
halb der Bodenprotozoonforschung einnimmt, hat eine besondero Methodik 
fill* das Studium der Bodenmikiofauna und der mit dor Protozoen -Tlioorie 
zusammenhangenden Probleme ausgearbeitet. Er ziichtoto z. B. gewohn- 
liche Bodenbaktorien mit und ohne Protozoen und fand (70, 71), dafi die 
Anzahl Bakterien in dem protozoenfreien Medium bedeutend hoher war 
als in dem mit Amoeben und Flagellaten gomischten Medium. Aus den zu- 
sammen mit Crump (73) ausgefiihrten Untersuch ungen schlioflt Cutler, dafi 
aktive Protozoen im Boden vorhanden sind, und dafi zwischen ihnon und 
don Bakterien ein umgokehrtes Verhaltnis besteht. Eine Bestatigung des 
Einflusses der Protozoen auf die Bakterientatigkeit finden wir auch in 
einer s])ateren Untersuchung derselben Forscher (76), in der die Einwirkung 
auf die COj-Bildung in Sand und Boden verfolgt wurde. Durch Enter- 
suchungen, die zusammen mit Dixon (78) ausgefiilirt wurden, bewies Cutler, 
dafi <iie FlageUaten sich sogar bei so niedrigem Wassergehalt, wie 4 bis 6 ^o, 
im Boden entwickeln kbrmon. Umfangreiche Entersuchungen iiber die 
Mikrofauna und Mikioflora des Bodens, die systematisch w&hrend eines 
Jahres von Cutler, Crump und Sandon (77) ausgofulirt wurden, zeigten 
ebenfalls, dafi die Anzahl Amoehtn und Bakterien im Boden sich um- 
gekehrt verhalt. Bei umfangreichen Entersuchungen iiber die Protozoen 
des Bodens bestimmte Sandon (339) die Bodenmikrofauna nicht nur in 
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vielen Bodenproben aus England, sondem auch in Bodenproben ans ver- 
schiedenen Weltteilen. Nach Crump (66) kommen gewohnlich Flagellaten, 
Amoehen und Thecamoeben in groBer Menge im Boden vor, und die 
Anzahl der Amoeben ist der Anzahl der Bakterien umgekehrt proportional. 
Thornton und Smith (373) fanden indessen, dafi unter den Protozoen die 
Flagdlaten als Vertilger der Bakterien die grofite Rolle spielen. Nach 
Hall (161, 162) und Dyer (91) wird die Fruchtbarkeit des Bodens durch die 
Wirksamkeit der Protozoen gehemmt. In einer grdBeren Axbeit von 
Jacobs (186) wird angegeben, daB die Anzahl der Amoeben und die der 
Bakterien in umgekehrtem Verhaltnis zueinander standen. Ein Zuscunmen- 
hang zwischen Flagellaten und Bakterien konnte dagegen von dem 
Forscher nicht festgestellt werden. Nach einer Reihe von Axbeiten Goodci/s 
(130 bis 137) diirften indessen weder die Amoeben noch die Flagellaten auf die 
mikrobiologischen Vorgange im Boden einwirken, und nach Matthews (264) 
hangt die Vermohnmg der Bakterien nach partieller Sterilisierung nicht 
so sehr von der Abtotimg dor Protozoen wie vom Nahrungswert der anti- 
septischen Mittel ab. Buddin (29) land, daB eine partielle Sterilisiorung 
des Bodens mit geniigender Menge antisoptischor Mittel nur die groBeren 
Protozoen und die nitrifizierenden Mikroorganismen totet. Trocknen des 
Bodens wirkte ebeiiso (30) wie partielle Sterilisiorung. 

Der atmospharische Sticks! off wird nach Cutler und Bal (12) beim 
Vorhandensein der Protozoen besser von Azotohacter fixiert als ohne diese. 
In gleicher Richtung liegen auch Nasir» (276) und M eiklejohns (256, 257) 
IT ntersuchungen . 

Nach Ooodey (IZl) sollen die Ziliaten im Boden nur in C^stenform 
vorkornmen. Dagegen haben die X^ntersiicliungen von Martin (248, 249) 
und Martin und Letvin (250, 251) auf (rrund eines besonderen Verfahrens 
eindoutig(^ Bewoise fur das Vorkornmen von aktiven Protozoen in einigon 
kranken Boden erbracht. 

Die Protozoen in danischen Boden wurdeii von Christensen und 
Jensen (A‘S) und MoUr (2Q^) untoraucht. Nach jenen verminderten die 
Protozoen die Anzahl dor Bakterien, nach Moler spielen die Protozoen im 
Stiekstoffhauahalt des Bodens durch Veriiichtung von Azotohacter eine groBe 
Rolle. 

Dnter den vorhaltnismaBig weiiigon franzosischen Untersuchern der 
Bodenmikrofauna und ihrer Rolle konnten Truffaut und Bezssonoff (376) 
eine schadliche Eiiiwirkung der Protozoen auf die Bakterienentwicklung 
nicht beobachten. In einer s])ateren Arbeit zoigt sich jedoch Truffaut (376) 
ebenso wie Percy (295) als Anhanger der Protozoen -Theorie. 

Die Untersuchungen von Holdhaus (176) iiber die Bodenmikrofaima 
in Osterreich zeigten, daB die Protozoen ein wesontlicher Faktor fiir die 
Bodenfruchtbarkeit aind. 

Von den ungarischen Forschern iiber die Protozoen im Boden konnte 
Telegdy-Kovats (371) feststellen, daB die Stickstoffixierung besser bei 
Vorhandensein von Protozoen erfolgt. Nach Fe/ier und Varga (109, 379), 
die eine groBe Anzahl aktiver und encystierter Formen beobachteten, 
waren jedoch bestimmte Beziehungon zwischen Protozoen und Bakterien 
nicht zu erkennen. 

Von deutschen Forschern schreibt France (120, 121) den Protozoen eine 
wichtige Rolle fiir den Stoffiimsatz im Boden zu. Loew (229 bis 231) unter- 
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suchte die Bodenxnikrofaiina nioht nvir an verschiedenen Stellen in Deutsch- 
land, sondem auch an aulSereurop&ischen Fl&tzen wie Japan, Porto Rico usw. 
Oehler (280) isolierte Amoehm aus dem Boden. Na(^ Ldhnia (233) 
finden sich Protozoen in durchweichten B6den ebenso wie in normalen 
Wiesen-, Wald- und AckerbOden. Gemeinsam mit Ldhnis versuchte Cun^ 
ningham (67) durch Erw&rmung des Bodens das Zahlenverh&ltnis zwischen 
aktiven und encystierten Protozoen im Boden zu bestinunen, die Ergebnisse 
waren aber nicht befriedigend. Auch die in einer sp&teren Arbeit Cun- 
ningham % (66) versuchte Trennung der aktiven und passiven Formen durch 
Benutzung von KOH und Giften fiihrte nicht zum Erfolg. Wo/// (407) 
konnte 13 Bhizopoden-, 19 Flagellaten- und 19 Ziliaten-Aiten aus Boden 
bestimmen. Eine interessante Arbeit iiber Bodenprotozoen, besonders 
Thecamoeben, ist kurzlich von Volz (380) verdffentlicht worden, wobei 
21 Thecamoehen beschrieben und ihre verschiedenen Entwicklungsstadien 
naher untersucht wurden. Emmerich, Leiningen und Loew (1^2) konnten 
bestatigen, daJ3 die Protozoen die Bakterienentwicklung hemmen. Nach 
Fischer (114, 116) besteht die Bodenmikrofauna aus Formen, die im iibrigen 
als Luft-, Wasser- und Moosbewohner bekannt sind. Die Protozoen 
kommen nach seiner Meinung in zu geringer Anzahl vor, als dafi sie eine 
Rolle im Stoffwechsel spielen konnten. Schejjelt (344 bis 346) hat in Moor^ 
und Torfbdden Siiddeutschlands viele Bhizopoden, Ziliattn und Flagellaten, 
Hamisch (164) in moosbewachsonem Boden 38 Testaceen-, 2 Heliozoen- und 
6 Ziliaten - Art en gefunden. 

Von italienischen Forschein fanden Cauda und Sangiorgi (36) in den 
Reisfeldem von Premont und der Lombaidei slots Anweben, aber nicht 
immer ZiliaUn und Flagellaten, Nach Coppa (64) bildon die Bhizopoden 
die Mehrzahl der Bodenprotozoen; von 62 bostimmten Arten waren 36 dem 
Wasser und dem Boden gemeinsam. 

Fiir die AJpengegend fand Feuilletau de Bruyn (111), dafi normal auch 
wahrend der durren bommerzeit viele ZiliaUn und Flagellaten und wenigo 
Amoebcn vorkommen. 

Von rumanischen Forsohern liegen X^ntersuchungen von Chiritescu^ 
Arva (41) vor, der im Boden mehr als 60 Aj’ten bestimmen konnte. 

Unter den zahlreichen russischen Bodenprotozoen -Forschorn fand 
Wojtkiewicz (405), dafi die Protozoen fiir die Anzahl der Bakterien im Boden 
bestimmend seien. Novikoff (279) erhielt aus Boden 39 Aiten, die sich 
auf 31 Genera vorteilen. Bodenproben, die mehr als zehn flahre lang trocken 
aufbowahrt waren, ergaben nach Einfiihren in steriles Wasser Ziliaten und 
Flagellaten. Auch nach T. M. und M. P. Wmogradow (400) komrnen die 
Protozoen in aktivem Zustand im Boden vor und zwar in einer Anzahl, 
die von Temperatur, Wassorstoffionenkonzentration, Feuchtigkeit und Be** 
schaffenheit des Bodens im allgemeinen abhfingig ist. Dogiel, Bammelmeyer 
und Strelkov (86) fanden, dafi der Boden in der Umgegend von Leningrad 
zwar Protozoen entjialt, aber in so geringer Anzahl, daB sie nicht von 
Bedeutung sein kOnnen. Auch Sewertzoff (353, 364) die umfangreiche 
iTntersuchungen iiber Amoeben ausgefuhrt hat, ist der Meinung, daO 
die Anzahl aktiver Amoeben in normalem Boden zu klein ist, um eine 
grdBere Rolle fiir die Fruchtbarkeit des Bodens zu spielen, und ebenso 
spricht Alekseieff (1, 2) den Protozoen im Boden jede Bedeutung ab. 
Takimoff und Zir^n (422) fandeh indessen viele Bhizopoden, Flagellaten und 
Ziliaten in der Nfihe von Leningrad. 
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Von Yahimoff und (423) wurden auch Bodenproben aus Tur- 

kestan untersucht. Bdden, die reich an organischen Stoffen waren, ergaben 
dabei die grdBte Anzahl aktiver Protozoen. Auch Brodsky (28) hat Mit- 
t^ilungen iiber die qualitative und quantitative Zusammensetzung der 
Protozoenfauna in B5den Mittelasiens gemaoht. 

Nach Lebedjantzevs (221) Untersuchungen soil das Austrocknen des 
Bodens ghnliche Veranderungen seiner Fruohtbarkeit verursachen wie die 
partielle Sterilisierung : Die Anzahl der Mikroorganismen nimmt ab, w&hrend 
die Menge von Idslichem Stickstoff, Phosphor und anderen Stoffen 
steigt. Troitzky und Zerhn (374), die im Zusammenhang mit den Mikro- 
faunastudien Vegetationsversuche mit Hafer vorgenommen haben, fanden, 
daB die auftretenden Arten der Protozoen wfihrend des Wachstums der 
Pflanzen wechselten. Nach Federowa-Winogradotua (107, 108) gestaltet 
sich die Entwicklung von Azotobacter und seine Stickstoffixierung beim 
Vorhandensein von Amoeben kraftiger als in Abwesenheit der Pro- 
tozoen. 

Nach Hutchinson (n 9 bis 181), der seine Untersuchungen in Indien 
ausfiihrte, sind die Lebensprozesse der Protozoen imd Bakterien mit 
der Bildung von C'02 und anderen Gasen verbunden. A. Howard imd 
O, L. C. Howard (177) bestatigen die Protozoon-Theorie. Eine sehr groBe 
Anzahl Bodenprotozoen hat der indische Forscher Chaudhuri (40) be- 
schrieben; er fand sie kleiner als die aquatischen Formen. 

In Japan konnte bosonders walirend der letzten Jahre ein lebhaftes 
Intoresso fiir das Studium der Bodenmikrofauna beobachtet werden. Nach 
Shibuya (366) sind die droi Gruppen der Protisten in japanischen B5den 
reichlich vertreten. Auch Hino (171 bis 174) bestatigt in umfangreichen 
Untersuchungen das Vorkommen von Protozoen, findet aber ihre Anzahl 
in normalem Boden allzu klein zur Erreichung einer Verminderung 
der Bakterienzahl. Die Untersuchungen von Hirai und Hino (176) 
zeigen in t^beroinstimmung mit denen ouropaischer Forscher, daB die 
Stickstoffixierung von Azotobacter beim Vorhandensein von Protozoen 
stimuliert wird. 

Bodenprotozoen von Java sind vonC\ A. H, v, Wolzogen Kiihrjr, (408> 
untersucht worden ; nach seiner Meinung sind sie als ein biologischer Faktoi’ 
im Boden zu botrachten. 

Eine groBcj Anzahl I'litorsuchungen iiber Bodeni>rotozoen und ihre- 
Rolle in australischen Boden sind von Greig-Smith (148 bis 168) veroffentlicht. 
Ohne das Vorkommen der Protozoen und ihren EinfluB auf den Stoffwechsel 
im Boden zu verneinen, kommt er auf Grund seiner Versucho zu der Auf- 
fassung, daB die giinstige Einwirkiuig einer partiellen Sterilisierung haupt- 
sachlich auf der Zerstorimg von Bakteriontoxinen und Auflosung von 
Wachsstoffen, welche die Bodenpartikeln umgeben, lieruht. Jensen {\%1) 
verteidigt im Gegensatz zu Greig-Smith die Protozoen-Theorie. 

In Agypten haben Ross und Thomson (321) feststellen konnen, daB 
sowohl Rhizopoden als Flagellaten und Ziliaten vorhanden sind, wobei die 
Amoeben vorherrschen. Eine aktive Mikrofauna in Bodenproben aus Kongo 
wurde von Sandon (339) gefunden. Fantham, Taylor \xnd Paterson (106, 106) 
haben bei umfangreichen Untersuchungen iiber die Mikrofauna in siid- 
afrikanischen Boden 72 Protozoenarten festgestellt. Nach Fleicher (\\9 
bis 119), der sich nicht so sehr fiir die Protozoen selbst wie fiir die Ursachen 
der gesteigerten Fruchtbarkeit im Boden nach Sterilisierung interessiert> 



252 


M. Koffman: 


beruht die Verbesserung der Bodenfruchtbarkeit mehr auf der Zerstdnmg 
toxischer Stoffe als auf einer Steigerung der Bakterienzahl und der Am- 
moniakmenge. 

Das Vorkommen von Bodenprotozoen in amerikanischen B6den wurde 
sebr eingehend untersucht . Nach Koch (196 bis 198), Fellers und Allison ( 1 10), 
Lodge und Smith (228) kommen Protozoen in aktivem Zustand in normalem 
Boden nicht einmal bei verhaltnism&Big hohem Wassergehalt vor. Nach 
BoUey (21 bis 23) sollen parasitische Pilze, nicht Protozoen, fur die Frucht- 
barkeit des Bodens den hemmenden Faktor bilden. Kofoid (206) berichtet 
jedoch iiber Amoehen, die or in normalem Boden beobachtete. Das Vor- 
kommen von Protozoen in Michigan-Boden ist auch von Rahn (316) be- 
statigt worden. Von Interesse sind Untersuchimgen von Sandon (340) und 
Lochead (226, 227) iiber die Bodenmikrofaima Amerikas, wo sie aktive 
Protozoen sowohl w^rend des Sommers als auch im Winter fanden. 
Allison (4:), Sherman (357, 358), Hills {13S) sowie Kopeloff, Lint und Cole- 
man (208, 213) leugnen nicht das Vorkommen von Protozoen im Boden, 
wohl aber ihre Bedeutung fiir die Bakterionentwicklung und die Boden- 
fruchtbarkeit. 

Dio partiolle Sterilisierung rottet nach Qainey (127) und Fred (124) die 
Protozoen, die in aktivem Zustande im Boden vorkommen, koines wegs aus. 
Nach Fred (123) diirfte die Bedeutung der Mikrofauna, die ihr nach der 
Protozoen-Theorie zugeschrieben wird, nicht zutreffen. Auch Moore (266) 
findet die Protozoen-Theorie unhalt bar. Er konnte beobachtan, daB Rhizo- 
poden, Flagellaten und Ziliaten nach partioller Sterilisation nicht in ihrer 
Entwicklung gehemmt wurden. Ahnliches fanden u. a. Stone (367) sowie 
Seaver und Clark (352), die TJntersuchungon mit partiell sterilisierten Boden 
ausfiihrton. Nach Skinner (360), der die Protozoen-Theorie in gewisser 
Hinsicht bestatigt, sollen die Pilze ubrigens keine geringere Rolle als die 
Protozoen spielen. 

Die umfangreichsten Studien iiber Bodenprotozoen und ihre Rolle 
im Boden sind von Waksman (381, 383) ausgefiihrt worden. Er fand, daB 
aktive Protozoen im Boden vorkommen, und daB die Flckgellaten die groBte 
Anzahl derselbeii bilden. Die Bodenprotozoen konnten die Bakterienanzahl 
dezimiereii, wirktcjn abor nicht nennenswert auf die Ammonifikation eiri. 
Zusammen mit Starkey (392, 393) fand er, daB die Aktivitat der Protozoen 
viel fruher ointritt als die auffallende Abnahme der Bakterienzahl. 

In Siidamerika sind die Bodenprotozoen und ihre Rolle fiir den Stoff- 
weehsol im Boden von Piettre und de Souza (307) untersucht worden, die 
fanden, daB Sterilitat von Boden, in welchen hinreichend organische Sub- 
stanzen und mineralische Salze vorhanden waren, weder den Protozoen 
noch den Bakterien zugeschrieben werden konnte, sondem auf toxischen 
Produkten beruhen muBte, die von zu weit getriebenem einseitigen Anbau 
von Pflanzen einer imd derselben Art herriiliren. 

Die Bodenprotisten der Hawaii-lnseln wurde z. B. von Peck (287), die 
der Azoren von Sandon (338), die der Elephant-, Gough-, St. Helena- und 
Tristan da Cunha-Inseln von Sandon und Cutler (341), die von Spitzbergen 
und Grdnlemd von Sandon (339) untersucht, wobei mehrere aktive Formen 
l^eobachtet 'i^urden. 

Wie aus den hier angefuhrten Arbeiten ersichtlich, ist es keineswegs 
gekl&rt, welche Protozoenfbrmen eigentliche Bodenbewohner sind, wie 
^oS ihre Anzahl ist, und welche Rolle sie fiir den Stoffumsatz im Boden 
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spielen. Es ist daher auch voilig dunkel, in welchem Ansmafie die 
Protozoen-Theorie mit den wirklichen Verjialtnissen ubereinstimmt. 
Wenn wir von den widersprechenden Angaben liber das Vorkommen 
der Protozoen im aktiven Zustand im Boden absehen und in tJber- 
einstimmung mit den meisten Forscbem das Vorhandensein von Pro- 
tozoen im Boden annehmen, so ist es nunmejir notwendig klarzulegen, 
ob sie hemmend, stimuliercnd oder bedeutungslos fiir die Bakterien- 
entwicklung sind. 

Es gait daher durch entsprechende Untersuchungen zu versuchen, 
eine Losung dieser Probleme zu finden. 

Arbeitsplan. 

Die Bodenprotozoen-Forscher glaubten, daB die indirekten Me- 
thoden geniigten, ein Bild der wirklichcn Mikrofauna des Bodens und 
ihrer Kolle bei den miki'obiologischen Vorgangen abzugeben. Obwohl 
die Bodenmikroorganismen freilich nieht in den Bodenpartikeln selbst 
sondem in der sie umgebenden „kolloidalen Bodcnl6sung“ leben miissen, 
diirfte dock ein groBer XJnterschied zwischen einer solchen 
losung** und einem kiinstlichen Substrat, wie Infuse, Erdextrakt usw. 
sein. Man findet schon groBe Abweiehungen, wenn man die Mikro- 
population im Boden in der Natur und in Proben dosselben Bodens 
vergleicht, die in Biichsen im Laboratorium, selbst bei ahnlichem 
Wassergehalt usw., aufbewahrt werden (200). Der Unterschied muB 
daher noch groBer sein, wenn man vom Boden stark abweichende 
Substrate benutzt. 

Auch liber die mikrobiologischen Vorgange im Boden diirfen unter- 
schiedliche Ergebnisse boi Verwendung direkter und indirekter Methoden 
vorliegen (56, 113, 195, 365, 399), obwohl einige Forscher (232, 234, 235, 
387) finden, daB man das kiinstliche Kulturmedium durch geeignete 
Anderung der Konzentration oder Reaktion usw. den Verhaltnissen 
im Boden nahe br ingen konnte. 

Es wurde foJgendes Verfahren zur Losung des gedachten Problems 
fiir besonders geeignet gehalten: Bodenproben — nicht Agar oder 
andere kiinstliche Substrate — von verschiedenen physiologischen 
Bedingungen, in Hinsicht auf Stickstoffmenge, Kohlenhydratgehalt, 
Wasserstoffionenkonzentration usw., sollten durch geeignete Be- 
handlung der Bodenproben mit Warme, antiseptischen Mitteln oder 
Salzen hergestellt werden. In der einen Halfte jeder Serie solltc die 
Mikrofauna durch Zusatz einer gewissen Anzahl geeigneter Protozoen ge- 
andert, und in alien sollten wahrend langerer Zeit periodisch die Ver- 
anderungen im Stoffumsatz und im Kleinleben verfolgt werden. Vom 
Stoffumsatz waren die fiir die Fruchtbarkeit des Bodens wichtigsten 
Archly fttr Mikrobiolof^e. Bd. 5. j [7 
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Vorgange, Ammonifikation und Nitrifikation, zu untersuchen^ Tem- 
peratur, Feuchtigkeit, Belichtung usw. wurden wahrend der Dauer der 
Versuche fiir alle Bodenproben konstant gehalten. 

Methodik. 

Der zur Untersuchung entnommene Boden wurde erst so weit ge- 
trocknet, dafi er durch ein 2 bis 3 mm Sieb gesiebt werden konnte. Na^h 
guter Mischung wurden Wasser Oder Salze usw. zugesetzt und je 200 g 
auf Glasbiichsen von 200 com Injialt verteilt. Die Biichsen wurden spater 
mit einem durchbohrten Korkpfropfen verscjilossen, durch dessen Loch 
ein Glasrohr mit Baumwolle gesteckt war. Aufierdem wurde der Kork 
vor Versuchsbeginn paraffiniert, wodurch das Verdunsten des Wassers 
auf ein Minimum gebracht und gleichzeitig Infektion von aul3en ver- 
hiitet -wurde, wahrend die Atmung des Bodens unbehindert vor sich 
gehen konnte. Die Proben wurden wahrend der Versuchszeit bei etwa 
20® C gehalten. 

Steriliaierung mittela antiaeptiacher MitteL 1. Behandlung mit 3% 
Toluol. Die Bodenproben wxtrden unter Umruhren mit einer entsprechenden 
Menge Toluol in 400-ccm-Bechern versetzt, die dann mit einem Uhrglas 
bedeckt -wurden. Nach 24 Stimden wurden die Proben in diinner Schicht 
a\if einor flachen Schale ausgebreitet und stehengelassen, bis der Toluol- 
geruch verschwnmden war, was etwa 48 Stunden in AnB]:)ruch nahm. Die 
fur den optimalen Wassergehalt erforderliche Wassermenge -wurde danach 
zugesetzt. 

2, Toluoladttiqung dea Bodena. Erst wurde die Toluolmenge bestimmt, 
die erf order! ich war, die Bodonprobe vollstandig zu durchdi*ingen. Die 
weitere Behandlung wurde wie bei 3®o Toluol vorgenommen. 

Steriliaierung mittela Wdrme. 1. Wdrmebehandlung bei 75^ C. Die 
Biichsen mit den Bodenproben kamen in ein Wasserbad, dessen Tern- 
peratur allmahlich erhoht wurde, bis die Tem];)eratur der Bodenproben 
75® C betrug. Eine 3 Stimden dauernde Erhitzung -wurde als geniigend an- 
gesehen. 

2. Wdrmebehandlung bei 120^ C. Um die Totalsterilisierung der Boden- 
proben zu bewirken, wurden die Biichsen mit Wattepfjopfen verschlossen 
und ini Autoklaven 3 Stunden bei 1 Atmosphare Uberdruck, d. h. bei 
120® C gehalten Bevor die Bodenproben zur Verwahrung eingestellt^ 
wurden, wurden die Biicjisen unter sterilen Bedingungen mit sterilisierten 
Gummipfropfen verschlossen. 

Anderung der Waaaeratoffionenkonzentration. Sic wurde bewirkt durch 
Zusatz von Schwefelsaure bzw. Katriumhydrat. 

Anderung dea Stickatoffgehalta. Der Stickstoffgehalt wairde durch Zu- 
satz von Arnmoniumsulfat erhoht. 

^ Auch die Celluloseveranderungen wurden gelegentlich bestimmt, aber 
sie waren sehr unbedeutend. Die Bestimmung der Veranderungen in CO*-, 
wie auch in* Phosphat-, Kalium-, Kohlenstoff-, Eisenmenge usw., so 
erwiinscht sie auch w&ro, muBte wegen des Umfangs der Arbeit auf- 
gegeben werden. — * Wie weiter unten (S. 266) angegeben werden wird, 
erwies es sich notwendig, um Sterilitat zu bewirken, die Autoklavierungs- 
zeit zu verl&ngern und das Verfahren im iibrigen etwas zu verandern* 
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Heratellung von Heuinfus, 10 g Heu wurden 2 bis 3 Minuten in 1 Liter 
Leitungswasser gekocht. Das Infus wurde filtriert und die w&hrend der 
Herstellung verlorene Wassermenge ersetzt. Bei Bedarf wurde das Infus 
sterilisiert. 

Heratellung von 1 mpfmaterial. 10 g Boden wurden in -Sr/enmct/er-Kolben, 
die 100 com keimfreies Heuinfus entbielten, eingefuhrt. Nach VerschluB 
der Kolben mit Watte entwickelte sich nacji einigen Tagen in deni Infus 
eine reiche Mikrofauna und Mikroflora; auBerdem bildeten sich viel© Cysten. 

Waaaergehalta- und Trockenaubatanzbeatimmung, Die abgewogenen 
Bodenproben wurden im Trockenschrank mindestens 7 Stunden bei 105 
bis 110® C gehalten. Nach Abkiihlen im Exsikkator wurde der Wasser- 
verlust festgestellt und in Prozent berechnot. 

pjsi-Beatimmung. Sie wurde eloktrometrisch nach der Chinhydron- 
methode ausgefiihrt (19, 20, 93). 

Amnioniakheatinimung. Sio wurde nach einer von Bengtaaon (18) aus- 
goarboiteten Method© ausgefiihrt. 

Salpeteratickatoffbeatimmung. Sio wurde nach dor Phenol-Disulfonsauro- 
Method© ausgefiihrt (11). 

Beatimmung dea Geaamtatickatojjs. Sie wurde nach Kjeldahl vor- 
genonimon. 

Untorauchung dea Bodenkleinlebena. Piir nahore Besclireibung wird auf 
die Literatur (201 bis 204) verwiescn. Hier werden nur ©inige Einzelheiten 
angegobcm. 

Unterauchung lebender Mikroorgnniamen. Eiri Dwkglas wird am Objekt- 
tragor mit Paraffin oder Waohsmisehung nahe den Eckon befestigt, so daB 
ein gleiehmaBiger Abstand zwischen den bei den (Jlasern entsteht. Wenn 
die Bodonaufsehlammung aus einer Kapillarpipette am Rande des Deck- 
glases zugosotzt wird, wird sie in sehr gleiehmaBiger St*hicht unter dem Deck- 
glas verteilt. Ein derartiges Praparat kann unmittoJbar unter dem Mikroskop 
untersucht werden. 

Unterauchung fixierter M ikroorganiamen, Ihn die Entwicklung von 
Cysten oder die Bewegung und Entwicklung der Mikroorganismen zu vor- 
hindern, kann man die Aufschlaminung fixieren. Von einer verhaltnis- 
maBig konzentrierten Bodenaufschlammung, z.B. 5 bis 10 g Boden jo SOccin 
Wasser, wird eine gewisse Meiige, z. B. 10 com, in Fixiorungsfliissigkeit, 
z. B. Pikrin-Essigsauro, eingefiilirt. Die fixiert© Aufschlammung wird, wie 
oben gezeigt, unter das Deckglas gebracht. 

Heratellung gefdrbtcr Dauerprdparate. Bakterien oder die kleinsten 
Protozoen konnen indessen nieht in gewohnlieher oder fixierter, sondern 
erst in gefarbter Bodeiiaufschlanunung unterschieden werden. Mit Vorteil 
wurde ein Filtrationsapparat, z. B. von Thicaaen, mit Collafilter verwendet. 
Von etwa 5ccm fixierter Aufschlammung wird mit Hilfe einer Saugpmnpe 
die Fixierungsfliissigkoii entfernt und die Aufschlammung ausgewaschen. 
Die Farbung wird mit 1 °„igom Cyanosin „spritloslieh“ in 60 Alkohol, 

die Differenziorung mit destilliertem Wasser ausgefiihrt, darauf das Ein- 
schluBmittel (zwei Toil© von 60 gewichts- %iger Lavulose, ©in Teil 60°oig©r 
saurefreier Oummi arabicuin-Losung) allinahlich zugesetzt. 0,2 bis 0,3 ccm 
dieser Aufschlammung wird dann mit Kapillarpipette unter das Deckglas 
gebracht. 

Beatimmung der Anzahl der Mikroorganiamen, Um mdglichst vergleich- 
bare Wert© zu ©rhalten, wurde die Anzald Organismen nicht je 1 ccm 
Oder 1 g feuchten Bodens, sondern je 1 g Trockensubstanz berechnet. 

17 ♦ 
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Nach einiger tJbung kann man sich zur Entdeckung von Protozoen, 
AJgen und &hnlichen grdQeren Mikroorganismen des Objektivs 4 bedienen, 
obwohl fiir die Identifizierung dieser Mikroorganismen oft das Objektiv 7 
Oder sogar 12 Ol- Immersion erforderlich sind. Um Bakterien und fibnliobe 
Organismen zu entdecken, mufi die Ol-lmmorsion verwendet werden. Zur 
Bestimmimg der verhaltnismafiig geringen Protozoenzahl ist eine Unter- 
sucbung, auch bei schwacherer VergroBerung, von etwa 60 Gesicbtsfeldern 
notig ; zur Bostimmung der erheblich grOBeren Menge an Bakterien usw. ist 
schon eine [Jntersuchung von 40 Gesicbtsfeldern ausreicbend. 

Der mittlere Fehler des Mittelwertes bei der quantitativen Bestimmung 
der Mikroorganismen wurdo nach der bekannten Formel 

berechnet, wobei S die Summe dor Fehlerciuadrate und n die Anzahl der 
Parallelbestimniungen bezeichnet . 

Versucbe mit Lehmboden. 

Zunachst warden orieniiorendo Versucbe an 12 Serien von Boden- 
proben unter verschiedonen pbysiologiscben Bedingungen ausgefiilirt. Jede 
Serie entbielt 12 Bodenproben zu 200 g. Als Ausgangsboden wurde fiir 
diese Versucbe ein vom blxperimentalfaltet Ixii Stockholm stammender 
Lebmbodcm gewablt, der im folgenden „Lebraboden“ genannt wird. 

Zu jeder Bodenprobe der ersten Serie 'v^’urde so viel reines Wasser 
zugesetzt, daO dor fiir diese Bodenart o])timale Wassergebalt von etwa 
18 ‘/o crreicbt wurdo. Diese Kontrollserie entbielt also Boden, dessen pby- 
siologiscbe Beschaffenbeit den Vorbaltnissen im normaleii naturlicbon Boden 
sehr nahe kam. 

Dio Bodenproben der zwoiten Serie warden mit Toluol, d. h. jede 
mit 6 com Toluol behandelt. — Die dritto Serie wurde bei Toluolsattigung 
bebandelt; jede Bodenprobe benotigte etwa 25 ”o Toluol. Dor Wasser- 
verlust in den Bodenproben war sehr verschieden, was boweist, daB die 
Toluolbehandlung unrogolmaBig auf die Wasserverdunstung einwirkto. — 
Die Bodenproben der vierten Serie wurdon einer jiartiellon Sterilisierung bei 
75® unterzogen. — Dio Bodenproben der fiinften Serie wurdon bei 120® V 
wahrend 3 Stunden im Autoklav orbit zt. 

Eine Anderung der Wasserstoffionenkonzentration wurde in den Serien 0, 
7 und 8 in der Weise vorgenommen, daB anstatt des pn-Wertes der Kontroll- 
sorie 7,7 (Serie 1 ) durcb Zusatz von Scbwefelsaure ein pn-Wert von bzw. 5,0, 

6.0 und 7,0 erhaltcn wurde. 

In den Boden})roben der Serie 9 wurde der Stickstoffgehalt um 30 mg 
Ammonia kstiokstoff je 1 kg Boden iiber den N-Gebalt des Kontroll- 
bodens oiboht. ScblieBlich wurden in den Serien 10, 11 und 12 gloichzeitig 
sowohl Stickstoffgehalt als pa geandert. Der Stickstoffgehalt wurde auch 
bier um 30 mg je 1 kg erhoht, der pn-Wort auf jeweils 5,0, 6,0 und 

7.0 gebraebt. • 

Die Mikrofauna und Mikroflora bei der Halfte der Bodenproben 
jeder Serie wurde geandert durcb Zusatz von Bodenaufschlammung, 
die Mikroorganismen entbielt. Das Impfmaterial entsprach den ver- 



Mikrofauim des Bodens. 


257 


schiedenen Serien, da es durch Einfiilining von Bodenproben der ent- 
sprechonden Serien in steriles Heuinfus bereitet wurdc. Die Arten- 
zusammensetzung gestaltete sich in den verschiedenen Aufachlammungen 
verschieden, ebenso schwankte die Anzafal der aktiven Protozoen und 
der Cysten 8ehr stark. Der Unterschied diirfte dadurcb verursacht sein, 
daU der zur Impfung verwendete Boden durch seine Pufferwirkung, 
durch seinen Gehalt an Nahrsalzen usw. in den entsprechenden Boden- 
aufschlammungen bestimmte physiologische Bedingungen hervorrief, 
die fiir die Entwicklung der Protozoen in Aufschlammungen aus- 
schlaggebend sind (200). So haben sich z. B. im Impfmaterial der 
1. Serie wahrend der crsten Tage iiberwiegend Colpoda und kleine 
Flagellaten entwickelt, wahrend die 2. Serie eine Menge Oxyiricha ergab. 
Serie 3 dagegen gab keine groBeren Ziliaten, aber eine Menge kleiner 
Flagellaten. Das Impfmaterial der 4. Serie zcigte nur eine geringe Anzahl 
kleiner Flagellaten. In dem Impfmaterial der 5. Serie, deren Boden auf 
120® C erhitzt war, konnten keine Mikroorganismen beobachtet werden. 
Das Impfmaterial von dem Boden der (>. und 10. Serie mit pH 5 zeigte 
auBer kleinen Flagellaten und Amoeben Colpoda^ Colpidium und Chi- 
lodon. Die 7. und 8. Serie zogen die AufmcTksamkeit auf sich durch 
die Entwicklung von OxytrichUy wahrend sich in dem ]m])fmaterial von 
der 9. Serie viel Vorticella und Chilodon und einige Amoeben entwickelten. 
Serie 9 gab gleichzeitig mit Flagellaten eine r(‘ichlich(‘ Entwicklung von 
Oxytricha, Colpoda und ColpidiuWy wahrend in dem ImpfmatcTial der 
12. Serie keine groB(‘re Ziliaten vorhanden waren. Das Impfmaterial 
von alien Serien wurdt' eine Zeitlang stehen gelassen, damit auch eine 
groBere oder kleiiiere Anzahl Cysten sich entwickeln konnten, da es 
ja denkbar war, daB aktive Formen bei direktem Einfiihren in die 
Bodenproben bcvschadigt wurden. 

Von solchem Impfmaterial wurden, nach gutem Umschiitteln, 
2 ccm, d. h. 1 % Aufschlammung, einer entsprechenden Bodenprobe zu- 
gesetzt^. Die Impfung der verschiedenen Serien der Lehmboden- 
versuche wurde etwa 2 Wochen nach der Anordnung dieser Serien 
vorgenommen. Die Veranderungen des Wasser-, des Ammoniak- und 
des Nitratstickstoffgehalts und d(T Wasserstoffionenkonzentration 
wurden periodisch, etwa jeden Monat, in den ungeimpften und geimpften 
Teilen jeder Serie l)estimmt. 

Die Ammoniakbildung und Nitrifikation in den verschiedenen 
Serien, die im Gegensatz zu den iibrigen physiologischen Bedingungen 
groBe Schwankungen aufwiesen, werden hier einzeln fiir sich behandelt. 

^ Mit Ausnahme der totalsterilisierten Serie (5), der das gleiche Iinpf- 
material wie der 1. Serie zugesetzt wurde. Die Menge totalen Stickstoffs, 
die mit der AufschlAmmung jeder Bodenprobe zugegeben wurde, betrug 
etwa 0,5 mg. 



258 


M. Koffman: 


A, Die Ammonifikationa^ und NUrifikationaprozeaae im Kontrollboden 

fSerie 1). 

Die 1. Serie, die Kontrollserie, zeigt, wie aus dem Diagraming 
hervorgeht (Abb. 1), keinen Ammoniakstickstoff in den Bodenproben, 
dagegen steigt die Menge des Salpeterstickstoffs wahrend dor Versuchs- 
zeit. Da der im Boden befindliche Stickstoff, der in Form hochkomplexer 
EiweiBverbindungen aufgespeichert sein diirfte, durch die Tatigkeit der 
Bodenmikroorganismen langsam abgebaut wird, wobei sich Amino- 
sauren, Saureamiden und Ammoniak bilden, so woist die Abwesenheit des 
Ammoniaks in dieser Serie darauf bin, daB 
der im Lehmboden gebildete Ammoniakstick- 
stoff sich unter normalen Verhaltnissen in 
Salpeter und EiweiB umwandeln diirfte. Nach 
der Nitratmenge in den ungeimpften und go- 
impfton Serien zu urtoilen, scheinen die zu- 
gefiihrten Protozoen eino Hemmung des Nitri- 
fikationsvorganges zu verursachen, die bosonders 
deutlich wahrend des dritten Monats in Er- 
scheinung tritt. 

B, Der Einflup der fluchtigen antiaeptiachen 
Mittel auf die Ammonifikation und die Nitrifikation 
(Serie 2 und 3). 

Bei den toluolbohandelten Bodenproben 
(Abb. 2 und 3) finden wir groBe Abweichungen 
im Vergleich zum Kontrollboden. Ammoniak- 
stickstoff, der in dem imbehandelten Boden 
(Serie 1) fehlte, kommt hier vor. Hierbei zeigt 
die 3. Serie, die mit 25 % Toluol behandelt wurde, eine groBere Stick- 
stoffmengo als die 2. Serie, die mit 3% Toluol behandelt wurde. In 
dem geimpften Teil ist der Ammoniakstickstoffgohalt in beiden Serien 
zu Beginn des Versuchs geringer, was in Ubereinstimmung mit der 
Protozoen-Theorie steht. Nach 3 Monaten findet jedoch eine Um- 
kohrung statt, und die geimpften Probcn boginnen jetzt eine hohere 
Ammoniakstickstoffmenge zu zeigen, was unter dem Gesichtspunkt 
dor Protozoen-Theorie schwer orklarlich ist. Auch der Nitrifikations- 
prozeB in den Bodenproben wird durch die Toluolbehandlung beein- 
fluBt. Der Verlauf des Vorganges laBt indessen keine sicheren Schliisse 
auf die Rolle der zugesetzten Protozoen zu. Von Interesse ist, daB 
der geimpfte Teil dor mit 3% Toluol behandelten Bodenproben eine 

^ Der Raumerspamis wegen sind die Tabellen ausgelassen worden. Die 
Kurven der wiedergegebenen Diagramme geben den Mittelwert zweier 
Parallelversuche an. 





Mikrofauna des Bodens. 


259 


groBere Nitratstickstoffmenge als der ungeimpfte Toil anfweist. Das 
Verhftltnis ist hier also umgekehrt wie bei den unbehandelten Boden- 
proben der 1. Serie. 

Die Toluolbehandlung diirfte einen durchgreifenden EinfluB auf 
die physiologischen Bedingungen des Bodens ausiiben. Dies wird u. a. 



Abb, 2. 

Stickstoffamsatz im mlt 
8^0 Toluol bebandelteii 
Bodeu. 



Abb. 3. 

Stickstoffamsatz im mit 
25 o/o Toluol behandelten 
Boden. 


auch dadurch bestatigt, daB die Aufschlammung der toluolbehandelten 
Bodenproben viel langsamer das Filter passierte, und daB das Filtrat 
eine gelbe J^^arbe zeigte. 

C. Der Einflup der Wdrmehehandluttg auf Aminonifikation und Nitrifikation 
im Boden (Serie 4 und 6). 

Viel starker als die Foluolbehandlung wirkte die Erhitzung auf 
den Boden ein. Eine Erwarmung auf 75® C hat die Bildung einer be- 
deutenden Ammoniakstickstoffmenge zur Folge gehabt. Der Verlauf 
der Ammonifikation in dieser Serie ist auffallend infolge der hohen 
Stickstoffmenge, die z. B. 90 mg Ammoniakstickstoff je 1 kg Boden^ 
am Anfang des Versucbs in dem ungeimpften Teil betragt. Diese 
Ammoniakmonge sinkt jedoch schnell und ist 3 Monate nach Ver- 
suchsbeginn auf 50 mg gesunken, wonach sie dann wieder zu steigen 
beginnt. In dem geimpften Teil ist die Ammoniakstickstoffmenge bei 
der ersten Analyse bedeutend niedriger als in dem ungeimpften Teil, 


^ Hier, wie an folgenden Stellen, ist mit „Boden“ feuohter Boden 
gemeint. 
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und die Ammonif ikation verlAuft regelmaOiger, indem sie wahrend der 
Versuchszeit langsam steigt. Die durch Zusatz von Protozoen hfervor* 
gerufene Hemmung der Ammonifikation, die am Anfang des Versuchs 
sichtbar ist, verschwindet nach etwa 2 Monaten. 

Die Nitrifikation steht in gowisser Gegensatzlichkeit zur Ammo- 
nifikation, indem ein Fallen jener einem Steigen dieser entspricht 
und vice versa. 

In den auf 120® C erhitzten Bodenproben ist die Ammoniakmenge 
gleichfalls bedeutend (Abb. 5). Durch Zusatz von Protozoen ist hier 



Abb. 4. 

Stickstoffumsatz Jm bei 
750 Cbebandelten Boden. 


Abb. 5. 

Stickstoffumsatz im bel 
1200 Cbohandelten Boden. 


die Ammonif ikation stark gesteigert; die Ammoniakmenge in dem 
geimpften Teil liegt mit 20 bis 30 mg Stickstoff je 1 kg Boden 
hoher als in dem ungeimpften Teil. Auf Grund der Bebandlung soUte 
man erwarten konnen, daB der ungeimpfte Teil in der 5. Serie keino 
lebenden Organismen, der geimpfte dagegen die zugesetzten Protozoen 
und andcre Mikroorganismen entbalt. Eine Vermehrung der Ammoniak- 
menge in diesem widerspricht der Protozoen- Theorie. Eine Erklarung 
war auf Grund der Ergebnisse dieser Seri© nicht leicht zu geben. 
Es konnten die Protozoen die Wirksamkeit der ammoniakbildenden 
Mikroorganismen stimulieren, aber es konnte auch der Boden als Sub- 
strat fiir die Entwicklung dor zugesetzten Protozoen weniger geeignot 
gewesen sein als fiir ammoniakbildende Bakterien usw. 

Die Salpetermenge ist im Vergleich zu anderen Serien sehr klein. 
Sie ist etwas groBer in dem geimpften Teil, obwohl die Kurven sich 
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im Anfang des Versiichs kreuzen. Diese Serie sollte total sterilisiert 
sein, aber da sowohl Ammonifikation als auch Nitrifikation in den 
ungeimpften Bodenproben der Serie beobachtet wurden, ist die Sterilitat 
der Serie zweifelbaft. 

Der Auszug der warmobehandelten Bodenproben war noch starker 
gelbgefarbt als der der toluolbehandelten. 


D. Die Einwirkung der Waaaerstoffionenkonzentration auf die Ammonifikation 
und Nitrifikation im Boden (Serie 6, 7 und 8). 

Vergleichen wir die Serien 6, 7 und 8 mit der Kontrollserie, so 
sehen wir, dafi eine Senkung des pn durch Zugabe von Schwefelsaure 
von 7,75 auf bzw. 5,0, 6,0 oder 7,0 die Ammonifikation beeinfluBt 
(Abb. 6, 7 und 8). Der Verlauf dcr Ammonifikationsvorgange gestattet 
keinen eindeutigen SchluB auf den EinfluB der Protozoen. 




Abb. (» 

Stlckstoffumsatz im 
auf pH 5 an^esauerten 
Boden 


Abb 7 

Stickstoffomsatz im 
auf Ph angeskuortei) 
Boden 


Abb. 8. 

Stiekstoffumsatz im 
auf Ph 7 angesftuerten 
Boden. 


Die Nitrifikation verlauft mejir oder weniger normal, d. h. steigt 
regelmaBig, obwobl die Mengen des Nitratstickstoffs kleiner als in der 
Kontrollserie sind. Die geimpften Teile der verschiedencn Serien zeigen 
einen hohcren Nitratgehalt als die ungt»impften. Die zugesetzten 
Protozoen haben den Umsatz des Nitratstickstoffs im Boden im Gegen- 
satz zu dem, was man naeh der Protozoen-Theorie erwarten sollte, 
nicht gehemmt, sondern eher gcfdrdert. 


E, Die Einwirkung von Ammoniumsalzen auf die Ammonifikattona- und 
Nitrifikationavorgdngc (Sene 9, 10, 11 und 12), 

Der Vergleieh der Kontrollserie (Serie 1) mit der 9. Serie, deren 
Bodenproben 30 mg Stickstoff je 1 kg erhalten haben, zeigt ein 
Verschwindon des Ammoniakstiekstoffs und eine entsprechende Ver- 
mehrung des Nitratstickstoffs (Abb. 9). Der Ammoniakstickstoff 
ist also durch die Wirksamkeit der nitrifizierenden Bakterien binnen 
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kurzer Zeit zu Nitratstickstoff oxydiert worden. Von den zugesetzten 
30 mg kann nur eine unbedeutende Menge Ammoniakstickstoff wabrend 
der Versucbszeit beobachtet werden. Die Nitrifikationskurven haben 
in den Serien 1 und 9 sehr gleichartigen Verlauf in den ungeimpften 
wie aucb in den geimpften Teilen. Die geimpften Bodenproben zeigen 
eine geringere Ammoniak- und Nitratstickstoffmenge ; wir konnen also 
auch in diesem Falle einon hemmenden EinfluB 
der Protozoen auf Ammonifikanten und Nitri- 
fikanten beobachten. 

Eine Umwandlung von Ammoniakstickstoff 
in Nitratstickstoff hat auch in der 10. Serie 
stattgefunden, wo Ammoniakstickstoff zuge- 
geben und das pn auf 5 geandert wurde; die 
Nitrifikation hatte hier jedoch nicht denselben 
Umfang wie in der 9. Serie, und es bleibt 
eine viel groBere Menge des zugesetzten Am- 
moniakstickstoffs iibrig. Offenbar wird bei dem 
niedrigen pn-Wert die Nitrifikation gehemmt. 
Diese Hemmung tritt bcsonders hervor, wenn 
man diese Serie mit der entsprechenden 6. Serie 
vergleicht, die, bei gleichem pH-Wert 6, keinen 
Ammoniakstickstoff erhalten hat. Eine gerin- 
gere Ammoniakmenge in dem geimpften Teil 
dioser Serie scheint fur die Protozoen-Theori© 
zu sprechen. Es ist aber eigentiimlich, daB 
dies gerade bei solchen Bodenproben der Fall 
ist, die den niedrigen pn-Wort 5 haben, wo 

stickstoflFumsatz tm also Bedingungen herrschen, die fiir die Proto- 
Boden, dem 30 mg N je . • i i • j. • jri •• • ci 

1 kg zugesetzt wurde. zoenentwicklung, wemgstens m flussigen Sub- 

straten, ungiinstig sind. 

Die Salpetermenge ist in dem geimpften Teil hoher als in dem 
ungeimpften, die Tatigkoit der Protozoen miiBte also fiir die Nitrifi- 
kation fcirderlicb sein, was ira Widerspruch zur Protozoen- Theorie steht. 

Die Serien 11 und 12, die gut miteinander libereinstimmen, zeigen 
eine bedeutend kleinere Menge von Ammoniakstickstoff und eine etwas 
groBere Menge Nitratstickstoff als die sauere 10. Serie (siehe Abb. 11 
und 12). Sie bestatigen die oben gemacht© Erfahrung, daB eine Herab- 
setzung des pn-Wertes durch Schwefelsaure die Nitrifikation des 
Ammoniakstickstoffs hemmt. Die Hemmung ist starker, wenn man 
den pn-Wert von 6 auf 5 statt von 7 auf 6 herabsetzt, die Nitrifikation 
wird also um so starker gehemmt, j© tiefer untor den Neutralpunkt 
das ph geftndert wird. Es ware indessen auch denkbar, daB die Ver- 
schlechterung der Nitratbildung auf eine besondere Ursache, z. B. auf 
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«ine Gift-Wirkung der zugesetzten Schwefelsaure zunickzufiihren ware. 
Dies konnte jedoch mangels einer dirokten Untersuchungsmethodik 
nicht naher nntersucht werden. 

t)berblicken wir den Stoffumsatz in den verschiedencn Serien, so 
finden wir, dafi die Ammonifikation und Nitrifikation in guter tTber- 
einstimmung miteinander stehen, und daB die Behandlung des Lebm- 





Abb. 10. 

Stickstoffumsatz iin auf 
Ph 5 anges&uerten 
Boaen, dem 30 mg N je 
1 kg zag6setzt wurde. 


Abb. n. 

Stickstoffumsatz im 
auf Pq 6 angesftuerten 
Boden, dem 30 mg N jo 
1 kg zugosetzt wunlc 


Abb. 12. 

Stickstoftnmsatz im 
auf Pq 7 augesftuerten 
Boden, dem 30 mg N Je 
1 kg zugesetzt wurde. 


bodens an imd fiir sich oinen viel starkeren EinfluB auf den Stoffumsatz 
im Boden ausiibto als die zugesetzten Protozoen. Was diese anbelangt, 
so bestatigttm die Versuche die hemmende Einwirkung derselben auf 
den Stoffumsatz im Boden nicht. Freilich konnte das Schicksal der 
in den Boden eingefiihrten Protozoen nicht verfolgt werden; aber die 
oft gemachte Beobachtung, daB der Zusatz von Protozoen giinstig statt 
hcmmend wirkte, deutet darauf hin, daB die Protozoen-Theorie, wemi 
auch nicht direkt unrichtig, so doch nicht voUig zutreffend ist. 


Yersuelie mit Gartenboden und Yegetationsyersuclie. 

Da aus den Lehmbodenversuchen hervorging, daB in den ge- 
impften Bodenproben durch Einfuhrung von Mikroorganismen eino 
Anderung des Stickstoffumsatzes stattfand, bosonders am Anfang der 
Versuche, wurden Versuche in groBerem MaBstabe angestellt. Es war 
denkbar, daB die eingefuhrten Protiston nur eine kurze Zeit im Boden 
wirksam waren und dann infolge der neuen Lebensbedingungen sich 
encystierten oder abstiirben. Das konnte aber nicht entschieden werden, 
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da eine geeignete Methode zur direkten qualitativen und quantitative!! 
Bestimmung der Mikrofauna des Bodens zur Zeit der Lehmboden- 
versuclie noch nicht bestand. Es war auch nicht ausgeschlossen, dajJ 
andere Faktoren wie die Protisten die beobachteten Anderungen des 
Stickstoffumsatzes vorursacht haben. Es konnte z. B. die Zufubrung 
von Bakterien oder anderen Mikroorganismen oder auch cbemiscben 
Verbindungen usw., die in dem zugesetzten Infus vorhandcn waren, 
die erwahnten Anderungen hervorrufen. 

Es ©rwios sich daher als notwendig, die iinter ,,Methodik“ angegebene 
Methode auszuarbeiten, die eine dirokte Untersuchung des Bodenkleinlebens 
ermoglichte, oder ferner weitore Serien von Bodenproben anzulegen. Es 
wurden nun Versuche mit Garlenboden angestollt und 14 verschiedene 
Serien hergesiellt, deren jede gewohnlich 32 Bodenproben von jo 200 g 
enthielt. Die 1. Serie erhielt, wio bei den Lehmbodonversuchen, nur Wasser- 
zusatz in der fiir diese Bodenart optimalen Menge von etwa 23%. 

Boi den Lehmbodenversuchen war boim Zusatz der Protozoen in oinigen 
Fallen anfanglich eine Hemmung der Ammonifikation und Nitrifikation zu 
beobachten. Um die Frag© klarzustellon, ob nicht das zugesetzt© Heuinfus 
an und fiir sich die Ursach© diesor Hemmung })ildete, wurden die IVoben 
der 2. Serie mit 1 stcrilem Heuinfus versetzt. 

Die Bodenproben der 3. Seri© wurden mit 3 (‘cm Toluol je 100 g des 
Bodens, die der 4. mit 17,5 ccm Toluol, der Sattigungsmenge, behandelt. 

Die 5. Serie wurd© bei 75® C partiell sterilisiort. Die Proben der 6 . Serie 
wurden im Autoklaven bei 1 Atmosphar© Ubcirdruck wahrend 3 Stundon 
©rhitzt. In den Serien 7, 8 und 9 wurd© die Wasserstoffiononkonzentration 
geandert. In den Serien 7 und 8 wurd© der pH-Wert von etwa 6,5 auf bzw. 
5,0 und 0,0 herabgesetzi , in Seri© 9 auf 8,0 erhoht. 

Um zu ermittoln, welch© Einwirkung ein schwacher Zusatz von Schwofel- 
saure auf das Kleinleben und don Stoffwecliscl im Boden ausubt, wurde 
die Seri© 10 horgestellt, die einen Zusatz von nur 1 n/10 H 2 SO 4 erhielt. 

Der Stickstoffgehalt wurde in den Bodenproben dor 11. Serie um 
30 mg je 1 kg erhoht. 

In den Serien 12 , 13 und 14 wurde schliefilich eine Anderung sowohl des 
PH"W©rtes als auch des Stickstoffgehalts vorgenommon. 

Die Anderung der Protozoenanzahl wurd© in der Halfte der Proben jeder 
Serie vorgenommon. Hierbei wurde das Impfmaterial aus den entsprechonden 
Serien erhalten mit Ausnahm© der Serie 6 , boi der Kontrollboden genommen 
wurde. Auch hier gestaltet© sich die Entwicklung der Protozoen und anderer 
Mikroorganismen in den Aufschlammungen verschieden. Einigo Auf- 
schlammungeii zeigten z. B. klein© Ziliaten, andere kloine Flagellaten, 
wieder andere groBo ZiUaten oder groBe Flagellaten usw. Colpoda war die 
am moisten verbroitete Ziliate und kam in samt lichen Bodenaufschlam- 
mungen vor mit Ausnahme derjenigen, welche mit imrtiell sterilisiertem 
Boden geimpft waren. Danach folgt© Colpidium, das sich in Aufschlam- 
mungen entwickplte, die mit dem Kontrollboden und mit Boden, dessen pa 
zu bzw. 6,0 und 8,0 geandert war, geimpft woirden. Oxytricha wurde in 
Aufschlammungen, die von Boden mit Stickstoffzusatz hergestellt waren, 
beobachtet, Vorticella in Infusen, die mit Boden versetzt waren, dessen 
zu 6,0 geandert war, und Stylonychia bei Impfung mit dem Kontrollboden. 
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!N*aoh etwa 14 Tagen wurden 2 ccm der entsprechenden Aufschlammungen 
den Bodenproben zugefiihrt, mit Ausnahme derjenigen der Serie 10, die 
mit einer Mischung von verschiedenen Aufschlammungen geimpft waren, 
um Bodenproben zu erhalten, denen verschiedenartige Protozoen zugesetzt 
waren. 

tJber ein Jahr hindurch wurden dann regelmafiige Bestimmungen von 
Ammoniak- imd Salpeterstickstoff, Wassergehalt, Wasserstoffionenkonzen- 
tration, Mikrofauna und Mikroflora ausgefiihrt. 

Der Wassergehalt und die Wasserstoffionenkonzentration haben bei 
diesen Versuchen mit sehr wenigen Ausnahmen keine grofieren Veranderungen 
erfahren und konnen deshalb, wie auch die Temporatur, als konstante 
Faktoren angesehen worden. Die Ammoniak- und Salpetermenge war 
dagegen sehr starken Veranderungen unterworfen, welche die des Lehm- 
bodens bedoutend iibertrafen. Da diese Untersuchungon zum groBen Teil 
schon in Mitteilungen dor Zentralanstalt veroffentlicht sind (203)^, werden 
wir uns hier hauptsachlich bei dem Vergleich zwischen deiri Stoffumsatz 
im Lehm- und Cartenboden aufhalten. 

Im nonnalen Cartenbodon (Serie 1) wurde, ahnlich den Verhaltnissen 
im Lehmbodoii, das gebildeto Ammoniak umnittel>)ar in Salpetor und 
EiwoiB umgewaridelt 

Kin Zusatz von 2 eem 1 ‘\jigom, sterilem Heuinfus (Serie 2) vorursachte 
in den ungeimpfton wie auch geimpft en Boden])roben ein schnelles Sinken 
der Salpoterstickstoffmenge^. Durch Zusatz von Heuinfus wurden den 
Bodoni)roben wasserlosliehe Kohlenhydrate usw. zugefulirt, was den kohlen- 
hydratvergarenden Mikroorganismen Mdglichkeiten zur Entwieklung bot, 
die dann den Salpeterstickstoff verbrauchen. Naeh dem Verbraueh der 
zugesetzten organisehen Substanz, naeh etwa 1 Monat, ist dann der 
Verlauf der Nitrifikation in dioser Serie ungefahr derselbe wie in der 
Kontrollsene. Eiiie Hc^mmung der Nitratbildung in den geim])fton Boden- 
proben dieser Serie konnt<' wahrend der ganzen Versuchszeit nieht be?ob- 
achtet worden. Hieiaus kann man den ScliluB ziehen, daB die bei Zugabe 
von Ib’otozoen ])oobac*}itete Heminung im Stickstoffumsatz nieht so sehr 
den I^otozoen zllge^iehriebeu werden nuiB wie dem infus. 

Die Behandhmg dor Bodenproben mit Toluol liat auch im Garton- 
boden wie im Lehmbodoii hochst eigentumlich auf die Aimiioniak- und Sal- 
pet erbildimg gewirkt im ( iartenboden jedoch bedi'utend starker als im 
Lehmboden. Die Hemmung dor Ainiiionifikation durch die Protozoen ist 
ebenso unbedeuiend wie ihre giutstige Einwirkung auf die Nitrifikation. 

Die Einwirkung des Toluols wird noch ausge})ragter, worm die Toliiol- 
mengo auf 17,5®„ veniiehrt wird (Series 4)®. Hemmung der Ammonifikation 
und Beschknmigung der Nitrifikation in den geimpften Bodenproben 
konnte auch bier festgestellt werden. Obwohl der Aussehlag des Protozoen- 
zusatzes in dieser Serie etwas groBer als in der mit 3‘^o Toluol behandelten 
war, so ist er doeh allzu klein, um in ihm eine Bostatigung dor Protozoen- 
Theorie erblicken zu kdnnon. 

^ Beim Hinweis auf diese Arbeit (in schwedischer Sprache) wird sie 
spaterhin „Mitteilungen“ genannt. — ^ „Mitteilungen“ Tabelle S. 30 und 
Abbildung S. 31. — ® ,,Mitteilungen“ Tabelle und Abbildung S. 32. — 

* „Mitteilungen“ Tabelle und Abbildung S. 33. — ® ,, Mitteilungen “ Tabelle 
imd Abbildung S. 34. 



266 


M. Koffman : 


Erhitzung auf 75® C (Serie 5) ' verursachte im Gartenboden eine stftrkere 
Ammonifikation als im Lehmboden. Die Nitrifikation verlief hier wie in 
toluolbehandelten Serien iimgekehrt wie die Ammonifikation; jene ver- 
schwand im Boden durch die Behandliing nicht vollsttodig, sondem wurde 
nur wahrend einer kiirzeren odcr Ifi-ngeren Zeit gehemmt. Der Znsatz von 
Protozoen hat keinen merkbaren EinfluB auf den Stoffwechsel in dieser 
Serie ausgeiibt. 

in den bei 120® 0 behandelten Bodenprobon (Serie 6)® erfolgt die 
Ammonifikation, wie bei entsprechenden Versuchen mit Lehmboden, im 
ungeimpften Teil bedeutend schwacher als im geimpften. 

Die zu Anfang sehr schwache Nitrifikation kam nach S^/jMonaten 
in Gang, merkwurdigerweise gleichzeitig mit einer starken Steigerung der 
Ammonifikation, so daB sich eine auffallend groBe Gesamtmenge von 
loslichom Stickstoff ergab. Aus der Vermehrung der Stickstoffmenge im 
Verlauf des Versuchs in dem ungeimpften Teil und dem Vorkommen von 
Mikroorganismen in den Praparaten ging hervor, daB die Serie nicht, wie 
beabsichtigt, totalsterilisiort war. Das etwa dreistiindige Erhitzen des 
Bodens auf 120® C war also nicht ausreicheiid zur volligen Sterilisierung. 
Schon die entsprechende Serie der Lehmbodenversuche (siehe Serie 6 der 
Lehmbodenvorsuche) gab infolge der Schwankung der Stickstoff mengen 
AnlaB zu der Vermutung, daB die Serie nicht steril war, aber erst bei den 
Versuchen mit Gartenboden erhielt man don sichoron Bowois fiir die Un- 
zulanglichkeit der Behandlung. 

Da eine vollig sterilisierte Bodenserie fiir die vorliogende Krage von 
grofier Bedeutung zu sein schien, wurde eine solche durch Vermindenmg 
der Bodenmenge auf 50 g, Verlangerung der Behandlungszoit auf 5 Stunden 
und Emfiihrung von Fretidenreich-KoXbfm zustandegebracht (Serie 6 A). 
Die totalsterilisierten Bodenproben ® zeigten viel Ammoniakstickstoff, was 
natiirlich nicht auf Miki'oorganismon beruhte, die hier vollstandig fehlten, 
sondern auf der durch das Erhitzen hervorgerufenen Zersotzung der organi- 
schen Substanz. Dementsprechend blieb der Gehalt an Aimnoniak- und 
Salpeterstickstoff in diosen Bodengruppen wahrend der ganzcn Versuchs- 
zeit unvertodert. lk)rt, wo Mikroorganismen mit 1 Beuinfus eingefiilirt 
wurden^ stieg wahrend der ersten 2Wochen die Ammoniakmonge sehr 
stark, die Salpetermenge dagegen, die durch Zusatz von Jnfus zu Anfang 
bis auf Kull herunterging, nui* unbedeutend. In den folgenden 2 Wochen 
begami die Ammoniakmenge langsam zu sinken, wahrtmd die Salpeter- 
menge auffallend schnell stieg. Spater bohalten Ammonifikation und 
Nitrifikation die eingeschlagene Richtung in viol schnollerem Tempo bei. 
Nach Jahr zeigte diese Serie eine hochst bodeutonde Gesamtmenge 
loslichen Stickstoffs. Dio Wirkung der zugesetzten Protozoen darf nach 
den Analysen als gunstig betrachtot werden. 

Anderung des pn der Bodenproben von etwa 6,6 (1. Serie) auf etwa 6,0 
bzw. 6,0 Oder auch 8,0 (die Serien 7, 8 und 9) wirkte nur unbedeutend auf 
die Ammonifikation und Nitrifikation®. Zum Unterschied vom Lehmboden 
konnte im Gartenboden kein Ammoniakstickstoff nach dor pn-Anderung 

^ „Mitteilvingen“ Tabelle und Abbildimg S. 36. — ^ „Mitteil\mgen‘^ 
Tabelle S. 37 und Abbildung S. 38. — ® „Mitteil\mgen“ A und B in Tabelle 
S. 39 imd 40 und Abbildung S. 41. — * „Mitteilungen“ C in Tabelle S. 39 
und 40 und Abbildung S. 41. — ® „Mitteilimgen“ Tabelle und Abbildung 
S. 42, 43 und 44. 
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nachgewiesen werden. Auch die Nitrifikation weicht in diesem Garten- 
boden etwas von der im Lehmboden ab: In diesem batten die geimpften 
Teile der Serie etwas mehr Salpeterstickstoff als die imgeimpften ; der 
Gartenboden dagegen hatto imgefahr den gleichen Gehalt an Salpeter in 
den geimpften und imgeimpften Teilen der erwafinten drei Serien. 

Serie 10, welcher nm* gerade so viel Schwefelsaure zugesetzt wurde, 
dal3 keine PH--Snderung zustande kam^, deutet darauf bin, daC Scbwofel- 
saure an und fiir sicb einen gewissen bemmenden EinfluC auf die Nitrifikation 
ausiibt. Der geimpfte Teil dieser Serie ist noch dadurcb von Interesse, 
dal3 bier das Impfmaterial oine Miscbung von Protozoen und Cysten aus 
alien Serien entbalt. Keine der zugesetzten I’rotozoenarten oder Cysten 
bat sicb jedoch in solcbem Grade entwickeln konnen, daB eine hemmende 
Wirkung auf die Nitrifikation zustande kominen konnte. 

Serie 11 zeigte®, dafi, wie im Lehm-, so auch im Gartenboden ein 
Zusaxz von Ammoniumsalz die Nitrifikation stimuliert, aber im Garten- 
boden erfolgte die Oxydation des zugesetzten Ammoniakstickstoffs schneller, 
kraftiger und vollstandiger als im Lehmbodcm, wo Ammoniak wabrend der 
ganzen Zeit des Versuchs nicht vollstandig verschwand. 

Wenn gleiohzeitig mit dem Zusatz des Ammoniumsalzes auch das 
Ph von etwa 6,6 auf etwa 5,0 (Serie 12) oder 6,0 (Serie 13) herabgesetzt 
Oder auf etwa 8,0 (Serie 14) erhoht wurde, so war die Salpeterstickstoff- 
menge in don drei Serien mit geiindertem pn niedriger als in Serie 11, deren 
Ph nicht geandert wurde®. Eine Anderung des pH mittels Schwefelstore 
henimt also die Nitrifikation. Die Oxydation des zugesetzten Ammoniak- 
stiekstoffs zu Salpeter wurde durch Ansauern oder Alkalisieren des Bodens 
zwar nicht verhindert, aber die in Serie 11 beobacbtote Stimulation der 
Salpeterbildung ist in den Serien 12 bis 14 ausgeblieben. Die starke 
Kemmung, die die saure Reaktion im Ijebmboden ausiibte, konnte im 
Gartenboden nicht wahrgonoirmien werden. 

Die Ergt)bnisso des Protozoenzusatzes lieCen in diesen Serien kcunen 
SchluB auf eine hemmende odor giinstige Wirkung dieser Organismen zu. 

I'm die erhalteiieii Erg<d)nisse in gi*6Beroni MaOstabe priihm zu konnen 
und auch den Verjialtnissen in der Natur naher zu kommon, wurdeii Vegeta- 
tionsversuche mit Hafer in ijxlenen Topfen, die 5 kg Erde faBten, aus- 
gefiibrt. Es wurdoii zwolf To])fe verwendet, voii welchon sechs mit storili- 
siertem und sechs mit nichtsterilisiertem Boden gefiillt wurdon. Dio Halfte 
jeder Serie, d. h. drei Tbpfe, wiuden geiinpft. 

Nacb beeiideter Vegetationsperiode ergab der Hafer des sterilisierten 
Bodens eine etwa zweimal so hobo Ernte wie der Hafer des nicbtsterilisierten 
Bodens. Der Boden in den Topfen zeigte relativ unbedeutende Mengen 
von Ammoniak- und Sal})etorstickstoff in dem nicbtsterilisierten und so 
gut wie gar keine in dem sterilisierten Boden. Dor Hafer hat also sowohl 
Ammoniak- als auch Sah)et erst ickst off aus dem Boden aufgenommen. 
Da der sterilisierte Boden zu Anfang des Versuchs einen vielfach groBeren 
Gehalt an Stickstoff in Form von Ammoniak und Salpeter batte als der 
imbohandelte, muB man annebmen, daB die Pflanzen aus einem oder dem 
anderen Grunde die Nabrstoffe im sterilisierten Boden vollstAndigor aus- 
zunutzen imstande sind als im nicbtsterilisierten. 

^ „Mitteilungen“ Tabelle und Abbildung S. 46. — * „Mitteilungen“ 
Tabelle S. 46 und Abbildung S. 47. — * „Mitteilungen“ Tabelle und Ab- 
bildung S. 48, 49 und 60. 
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Nach den periodiscjien Untersuchungen der Mikrofauna zu sohlieBen, 
war der EinfluB der zugesetzten Protozoen auf die Verminderung Oder 
Steigerung der Ernte so unbedeutend, dafi ein EinfluB der Mikrofauna 
nicht festzustellen war. 

Die Mikrofaima des Bodens. Ihre Stellung zur Bodenmikroflora. 

In der Bodenmikrofauna sind nach den Bodenprotozoen-Porschem 
drei der fiinf bekannten Protozoenklassen, die wir aus dem SiiBwasser 
kennen, BhizopodeUy Flagellaten und Ziliaten, reichlich vertreten. Von 
den bis heute identifizierten Arten (iiber 300) sind aber nur 21 aus SiiB- 
oder Meerwasser nicht bekannt und daher ais echte Bodenprotozoon 
anzusehen, wahrend dann iiber 90 % der Protozoen des Bodens gowohn- 
liche aquatische Protisten waren, darunter auch die grofiten bekannten 
Pormen wie z. B. Pelomyxa palv^tris, die 2000 p. im Durchmesser und 
mehrere tausend p, ja sogar bis zu 15 mm Lange miBt. 

In einer fruheren Arbeit (200) wurde gezeigt, daB die Mikrofauna, 
die sich bei Impfung von Infusen auf kiinstlichen Substraten mit 
Boden entwickelt, von den physiologischen Bodingungen des Mediums 
abhangig war. Deshalb konnte man bei Impfung einer und derselben 
Probe ganz verschiedene Protozoen orhalten, wenn man verschiedene 
Substrate benutzte oder die Konzentration, Temperatur usw. eines 
und desselben Substrats veranderte. Aufierdem war zu erwarten, 
daB auch durch Ausschliipfen der Protozoen aus den im Boden vor- 
kommenden Cysten aquatischer Protozoen, die bei geeigneten Be- 
dingungen des Substrats sich zu entsprechenden aktiven Pormen zu 
entwickeln imstando waren, die Ergebnisse beeinfluBt werden konnten. 
Als Polge einer soJchen Bodenimpfung konnte eine Mikrofauna (Thalteii 
werden, die nach ihrer Zusammensetzung der gewohnlichen aqua- 
tischcn gleichen wiirde. 

Die Zahl der Protozoen im Boden schwankt nach den vorhandenen Aii- 
gaben sehr stark; von etwa 10000 bis 100000 und sogar mehrere Millionen 
je 1 g (69, 134, 169, 233, 316, 340, 357, 368, 381). i)ie Flagellaten sollon dor 
Menge nach dominieron, dann die Rhizopoden und endlich die Ziliaten 
folgen. Indessen kann in gewissen Boden auch eine andere Reihonfolge 
beobaehtet werden, so dominieren im Waldboden die Amoehen (109), in 
sauren Torf boden Thecamoeben {3Sd), in Alpengegenden Ziliaten (111) usw. 
Nach einigen Forschern sollen Jahreszeit oder Bodenart usw. stark auf 
die Zahl einwirken, nach anderen (77, 339) aber soli die Protozoen- 
zahl nicht nur wl^end verschiedener Jahreszeiten, sondern auch von 
einem Tag z\im andoren wechseln und von Temperatur, Feuchtigkeit, 
Regen usw. unabhangig sein. Ein Maximum wurde von einigen Forschern 
(120, 226, 227, 400) wahrend des Sommers und ein Minimimi wahrend 
des Winters beobaehtet, wahrend nach anderen Beobachtungen (109) die 
Anzahl Protozoen im Sommer bedeutend niedriger sei als im Winter. Von 
Interesse ist, daB auch in gefrorenem Boden etwa 2600 Flagellaten^ 13000 
Rhizopodm und iiber 100 Ziliaten gefunden wurden (340). 
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Dio meisteii Arbeiton stinimen in bezug auf don EinfluB der physikali- 
Hohon und physiologischen Beschaffenheit des Bodens in folgendon Schliisson 
iiborein: Feinkornigor Boden enthalt mohr Protozoon als gr obkornigor i3oden 
(09). Sandbodon ist vodialtnismabig arm an Protozoen. Die Ausbreitungs- 
goschwindigkeit dor l^-otozoeii ist indossen im Sande viol grofier als im 
Lehmbodon (237, 238). Versohiedene Bodentyj)en sollen naoli eiiiigon 
Angaben ( 1 20) dureh besoiid(‘re Protozoen gekeiinzoichnet sein. Die Feuohtig- 
koit wurde als oiner dor wiohtigsten Faktoi’en i)efundon, wobei die Anzahl 
Protozoon init dem Wassorgohalt dos Bodens zimahin (110, 120, 197, 379). 
Kiiltivierto Bodon, die reicli an organisohon Stoffon sind, (>nthalt('n mehr 
Protozoon als nioht kultivierto ( 105, 198, 381, 422). Stark saure odor 
alkalisobo Boden sind prot ozoenarinei- als solobe, deren pn-Wert naher 
dem Noutralpunkt liegt (121, 400). Die Zalil der Protozoen ist auch von 
d(a‘ Holionlago d()s Bodons iibor dei* Mo(a‘osflacho und dor Tiefo untei' d('r 
Erdoberflaobo (120, 121, 381) abhangig, indom sio gewohnlicb niit zu- 
nelmiender Hohe uud mil zunehmonder Tiofo abnimnit. 

Um di(* (jualitativo und ([uantitativo Bestinmning der Protozoen bei 
don indirekton Metlioden zu erleiehtorn, wurden vielo Hilfsniittel vor- 
gosoldagt'ii, wio Staiidardose (190), Agarplatteninothode (192), Verdiinnung 
(310), <li(' auoli b(u baktoriologiscben Arboiten v('rwendet worden, burner 
Vitalfarbung (184, 209), Filter (210), Blutkorperza}ilaj>parat (209, 211, 212, 
214) usw. 

Auoii Verand(a’ungon in Stoft‘weohs(»lprodukt(‘n sind als liidikatoroii 
till* (li(‘ Bestiiiiinung dtu* relativen Zahl odor di(' Wirksainkoit del* Protozoen 
und andei‘t‘ 1 * Mikroorganisinen benutzt worden. Indessen koimen wedor 
Kolilonsauro- (70), nooh Sauorstoff- (79, 80, 324) odor Stiokstoffbostiin- 
inung (170, 317), die vorsuoht wurdf'ii, oin Bild von der Mikrofauna odor 
Mikroflora dc's Bodi'us gelx'ii, soiidorii be^tonfalls eine Vorstidlung von der 
Fi uolilbarkeit dos Bodi'iis. Km Vorgleieh zwisoluai dor Stoffumsatzmetliode 
und don audoron indirekton Motbodtui gab nicjit immer ubereinstiimnende 
VViate ( 1 12, 405). Die indirekton ^lotlioden liaboii koine allgeineinore 
Aiwondung gofundim, und inehroro Forschor ((>0, 192, 205) finden den 
Wort diosc'r Metlioden sohr goring. Dio oinzigc' indii’ekte IVh'thode, di(‘ eine 
groBore Kollo s])iolte und auoh jotzt noch von violtui Forschi'rn benutzt 
wird, ist die von Cutler (68, 69) und seiner Schule ausgoarbeiteto. 

Es ist auc'b zu bodeiikon, dai3 verschiodeno Pi-otozoonklassen und sogar 
-art on auch von verscjiiedenor B(*doutung }unsichtli(*li dor Bakterien- 
d(‘zinii(*ruiig sind, da boi vielen Protozoon ein I'nterschoidungsvermogen 
liinsiolitlicli der Nahrung bosteht (75, 125. 163, 236, 354). Eiiu' Vormehrung 
del* Zalil dor Awoihen und eine Vorinindorung dca* Zalil dor Baktorion, d. h. 
oin ('ntgegongesetzti's Verlialten diesor Mikroorganisinen, abor nicht von 
Flagellatcu und Baktorii'H, koimto von oinigen (73, 77) boobachtot worden. 
Xaoli andoron (373) sollen abor die Flagellaten oiiu^ groBere Kollo im Stoff- 
wechsi'tl dos Bodens sjiiolen als die Rhizopodvn und Ziliatcu. 

Wenn wir in (Miereinstimmung mit den nunsten Forschern einrnal 
annohinon, daB sich im Durch.schnitt otwa 50000 Rhizopoden, 100000 
Flagellaten und 1000 Ziliaten in 1 g Bodon befindon, so diirfte diose Menge 
von iibor 150000 Protozoen oin bodeutondes Volumen je I g Boden ein- 
nehinon, da die Rhizopoden und Ziliaten schatzungsweise im Durchsohnitt 
100 n an Lango und 50 // im Durchinossei inossen und die Flagellaten 
Kugoln mit 10 fi Durchmesser bilden. Btn- EinfluB dieser Protozoon auf 
die Bakterienmenge wiirde unbesireitbar gi'oB sein, wonn sio sich als Bak- 
Archiv ftlr Mikrobiologie. Bd. 5. 
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terienfresser in demselben Grade wie die aquatischen Formen in Infusen 
betatigten. Der Orientierung halber hei noch mitgeteilt, daB das Volumen 
von 1 Milliarde Bakterien auf etwa 1 cmm berechnet wird. Das Volumen 
eines Paramaecium betragt dagegen etwa 0,0007 cmm (190). Wir konnen 
deshalb annehmen, daB das durchschnittliche Volumen dei Protozoen, die 
sich in 1 g Boden befinden sollen, etwa 36 cmm betragen wiirde. Dies ist 
kein unbedeutender Teil der Bodenmasse, worm man bedenkt, daB auBei* 
den Protozoen noch die ungeheure Masse anderer Mikroorganismen 
zwischen den liodenpartikeln ]*latz finden muB. 

Die unbefriedigenden Ergebnisse der indii’ekten Metlioden veranlaBten 
viele Forscher, direkte Methoden zur IJntersuchung der Bodenmikrofaima 
auszuarbeiten. Zieht man aber in Betracht, daB die Bodenpartikeln un- 
durchsichtig sind, daB viele Bodenprotozoon kloinor sind als die l^oden- 
partikeln und oft an diesen fest anhaften, so wird es klar, daB ihre Aiif- 
f indung ohne technische Hilfsmittel umnoglich ist. Die direkten Methoden, 
die ausgearbeitet worden sind (85, 120, 121, 130, 196, 197, 237, 238, 249 bis 
251, 255, 333), waren so unbefriedigeiid, daB sie keine groBere Verwendung 
fanden und durch indirekte Methoden ersetzt wurdon. 

Wir werden nun die Ergebnisse der Untersuchung des Kleinlebens 
im Boden besprechen, die mit der vom Verfasser ausgearbeiteten 
direkten Methode orhalten warden. Da wir mit dieser Methode Boden- 
aufschlammung von ^ 2 o Verdunnung unter dem Mikroskop auch bei 
starker VergroBerung imtersuchen und unter einem Ik'ckglas von 
24 X 40 mm mehr als 0,2 cem der Aufschlammung aufnehmen konnen, 
miiBten wir mit Riicksicht auf die friiher angegebene Anzahl Protozoen, 
die mit den indirekten Methoden erhalten warden, im Praparat etwa 
500 Rhizopoden, 1000 Flagellaten und 10 Ziliaten finden. Bei einer 
solchen Menge Protozoen wiirde man nicht nur in gefarbten, sondern 
auch in ungefarbten Praparaten viele entdecken konnen. Die Leistungs- 
fahigkeit der Methode zeigen die Mikrophotographien der Abb. 13, die 
von verschiedenen Bodenaufschlammungen bei jeweils verschiedenen 
Verdiinnungen und VergroBerungen aufgenommen sind. Die Boden- 
mikrofauna kann also nicht nur in fixierten, sondern auch in nicht- 
fixierten Praparaten untersucht werden, weil die Protozoen aus Boden- 
aufschlammungen ebenso gut wiedergegeben werden wie Protozoen aus 
flussigem Medium (siehe z. B. a, 6, c, g und h der Abb. 13, S. 272). 

Wie bereits mitgeteilt wurde, hat sich nach einigen Tagen eine 
in quantitativer und qualitativer Hinsicht verschiedene Mikrofauna in 
den jeweiligen Bodenaufschlammungen, mit welchen die Impfung der 
Bodenproben in den verschiedenen Serien vorgenommen wurde, ent- 
wickelt. Diese Formen konnten jedoch bei direkter Untersuchung der 
Bodenproben nicht beobachtet werden. Bei den periodischen Unter- 
suchungen wurden in den Bodenproben iiberhaupt keine groBen aktiven 
Protozoen gef unden, sondern nur kleine Protistenformen. Auch in den 
6-kg-Topfen der Vegetationsversuche, die im Versuchshaus standen 
und der Infektion von verschiedenen Cysten und Protozoen ausgesetzt 
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waren, konntcn wahrend der Vegetationsperiode nur kleine Boden- 
protozoen gefunden werden. Dies zeigt, daB die groBen Formen in 
normal em Boden nicht leben konnen: Entweder sterben sie ab oder 
werden erst diirch eino starke Verwandlung, die sie zur Unkenntlichkeit 
bringt, instand gesetzt, ein aktives Leben im Boden zu fiihren. Einige 
der gefundenen Bodenprotozoen sind auf der Abb. 13 (siehe d, e und /) 
wiedergegeben. Das Vorhandcnsein der Pseudopodien, Flagellen, Zilien, 
Kerne iisw. zeigt, daB cine eigentliche Bodenmikrofauna vorhanden 
ist, weil die Methode eine Entwicklung von fremden Protozoen aus- 
schlieBt. 

Diese Bodenmikrofauna unterscheidot sich jedoch sehr stark von 
der, die durch indirokte ITnt(»rsuchung erhalten wird. Auch die Formen, 
die lei(*ht die Gestalt der aquatischen Formen wiedererkennen lassen, 
Hind bedemtend kleiner als diese, so daB wir von ,,Liliputformen“ 
spreehen konnen. Die Lange eines gewdhnlichen aquatischen Chilodon 
kann zwar sehr stark schwanken, betragt aber im Durchschnitt etwa 
150 (JL. Die gr()Bte ZiUaU , die ich in meinen Praparaten gefunden babe 
(siehe / d(‘r Abb. 13) maB nur etwa 22 p. Andere Ziliaten, die ihre spe- 
zifischen Eigenschaften erkennen lieBen, wurden in den untersuchten 
Bodenproben nicht gefunden, auch nicht in den Serien der Gartenboden- 
versuche, wo bei Impfung viele aktiv(' Ziliaten und Ziliaten-Cyaten 
zug(‘setzt wurden Dies zeigt, daB sowohl die zugesetzten aktiven 
ZlHaton-Vovmon als auch ihre Cyaten nicht imstande sind, sich im 
Boden bei normaleii Feuchtigkeitsverhaltnisscn zu entwickeln, oder 
daB sie bei ihrer Entwicklung im Boden durchgreifende Veranderungen 
(Tleiden, bei welchen Zilien und andere Kennzcichen nur schwierig zu 
(Tkennen sind. Ziliaten- kamen indessen regelmaBig in Boden- 
prolxui vor. Dies ging auch aus der Entwicklung der Ziliaten (welche 
oft sogar die dominierende Gruppe bildeten) bei Impfung verschiedener 
fJussigcT Substrate mit Bod('ny)roben hervor. 

Bei d(‘n Rhizopoden finden wir ahnliche Verhaltnisse (siehe d der 
Abb. 13). Im Boden werden sowohl beschalte (Thecamoeben) wie 
unbeschalte Formen mit dieser Methode angetroffen. Von jenen 
kamen in den untersuchten Bodenformen u. a. Difflugia, Arcella und 
Trinema vor^. 

Den unbestreitbar groBten Teil der wirklichen Bodenprotozoen 
bilden jedoch, wenigstens was die untersuchten Boden anbelangt, 
dio Flagellaten. Sie kommen in mehr oder weniger groBer Individuen- 
zahl vor und bilden also den vorherrschenden Teil der Mikro- 
fauna des Bodens. Ein Teil der gefundenen Flagellaten gleicht Mona^, 

^ Mehrere Hodeiiy)rot()zoeii sind auf der Tafel IT der ,,Mitteilungen* 
wiederifegeben. 
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Abb 13 

a Nicht bxifertfi ^odenaufschlftmmung neu hergestellt mcht gefttrbt Auf dem Bilde 
siebt man a a erne Cytitd und eine Diatomee Yeigr etwa 900 1 

b Zlliaten ans ehiar 1 Tage alteii Bodenanfscbltlmmnng Erytbrosinfarbnng Vergr 
etwa 55 1 

c Euglypha, in Teilnug ans viele lage alter Bodenanfschlttmmung Oyanosinfttibnng 
Vergr etwa 700 1 
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d Tnnema aus Bodenprobe. Rrythrosinfarbun#r. Vergr* ©twa 700 ; 1. 
e Bndo ovntim aus Bodciipiobe PyanosinfArbung. Vergr. etwa 700 : 1 
f Chtlodon aus Bodenprobe. CyanosinfMrbung. Vergr. etwa 700 : 1. 
q Oantrofttyla stfinii aus einem alten Infus. HftTnalauiifarbung. Vergr. etwa 400 : 1. 
h Glnucoma ficnihUana au«> einem Aquarium. Hrimalaunfttrbung. Vergr. etwa 400 : 1. 
/ Mikrokokken aus Bodeui)robo. Cyanosinfkrbung. Vergr etwa 700:1. 

) Cruagenia aus Bodenprobe. Oyanosinfttrlmng Vergr. etwa 700 : 1. 
k Pyste und Mikiokokken aus Diinger. PyaiiosinfUrbung. V^ergr. etwa 700 1. 

I Arcella vulqaria aus Bodeiiproben mil 15 ‘^/o Wassergebalt. Cyanosinfrtrbung. Vergr. 
etwa 700 : 1. 

m Colpoda cucuUva aus Infussehicht der gesAttigten Bodenproben. Fixlenmg mit TaiqoI^ 
Losung. Vergr. 700 : 1 . 

V bis r Die gJeiche Art aus Bodenproben der Serien mit vermindertem Feuehtlgkeits- 
gehalt. Pyanosinfttrbung Vergr. etwa 700 : 1. 

O^comonafi, Bodo usw., obwohl sie, wie die friiher Ix'sprochenen Ziliaten 
und Rhizopoden, auffallend klein sind (sit'ho e der Abb. 13). Wenn 
nicht ihr Kern und typisches Flagellum sichtbar ware, wiirdo man 
aimehmen konnen, daB sie einem groBen Bakterientypus angehorten. 
Die Existenz von aktiven J’rotozoen konnto in alien Serien mit Aus- 
nahme der ganz sterilisierten Bodenproben der Serie 6 A der Garten- 
bodenversuche mit dieser Methode festgestellt werden. Die partielle 
Sterilisi('rung des Bodens bewirkt also kein(‘ vollstandige Vertilgung 
der Protozoen, sonst wiirden die Bodenproben nach der Bohandlung 
mit so groBtm Mengen ant isepti sober IVIittel, daB der Bodon gesattigt 
war (z. B. Serie 4 der Gartenbodenvorsuche mit 17,5% Toluol), oder 
einer Erhitzimg aiif 75® C und besonders auf 120® C keine Mikro- 
organismen aufweisen konnen. 

Von der Benennimg einiger bisher anscheinend noch nicht be- 
schriebenen Arten sowie anch von einer naheren Systematik der wirk- 
liohen Bodenprotozoen wurde vorlanfig abgesehen, da diese Formen 
zum ersten Male angegeben sind. Es scheint nicht ausgeschlossen, daB 
Cysten von echten Bodenprotozoen Rich auf bzw. in den iiblichen kiinst- 
lichon Nahrsubstraten auf Grund geringer Entwicklungsfahigkeit oder 
langsamen Wachstums nicht erfassen lassen. Es war ferner anzunehmen, 
daB wir es im Boden mit Modifikationen aquatischer Formen zu tun 
hatten, die duroh Anpassung an das Leben im Boden hervorgerufen 
waren. Es kann sich aber auch um besondere Formen handeln, die nur 
im Boden vorkommen. Die besproohene direkte Methode zeigt jedenfalls, 
daB die Vertreter der Bodenmikrofauna sich sehr stark von den aqua- 
tischen Protisten unterschoiden, und dies ist von entscheidender Be- 
deutung fiir die Beantwortung der Frage nach der Rolle der Protozoen 
im Boden. Man hat also triftige Griinde anzunehmen, daB die Protozoen- 
formen, die sich in kiinstliohen Substraten gewohnlich entwickeln, 
nicht Bodenprotisten sind. Da kleine Protisten gar nicht so viel Bak- 
torien aufzunehmen imstande sind wie groBe Formen, konnen also die 
Bodenprotisten auf die Bakterienzabl kaum einen EinfluB ausuben. 
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Ihr EinfluB auf den Stoffumsatz im Boden wiirde deshalb unbedeutend 
sein, waB mit den Ergebnissen der Stoffumsatzanalyse im gnten Ein- 
klang steht. 

Die Winzigkeit der eigontlichen Bodenprotisten erscheint natiirlich, 
da Hie Vorteile fiir eine aktive LebensweiHe im Boden darbictet. Di(' 
kleinen Zwischenraume zwischen den Bodenpartikoln, die geringe 
Feuchtigkeit des iioimalen Bodens, die Verteilung der Nahrsalze auf 
unregelmaBige Schichten, die seharfen Bander der harten Partikeln uhw. 
miissen fiir die groBen Protozoen unuberwindJiehe Schwierigkeiten 
bei der Fortbewegung und bei der Beschaffung der Nahrung und fiir eine 
aktive Lebensweise iiberhaiipt bieten. Nur eine kk^ine Zahl Protozoen, 
wie Amoeba prote'iis (289) oder A. terricola (160), ist imstande, Ver- 
letzungen der Pellicula leicht zu heilen. Der iiberwiegende Teil der 
Protozoen, besonders der Ziliaten-Yormen, ist dagegen sehr empfindlieh 
gegen Beschadigungen, 

Wie schon erwahnt, wird das Vorkommen von aktiven Protozoen 
im normalen Boden von einigen Forsehein in Abrede gestellt. Mit der 
Methode des Verfassers konmm wir jedoeh den voligultigen Bewc'is 
dafiir geben, daB aktive Protozoen im Boden bei normalen Bedingungen 
vorkommen. In bezug auf die Anzahl Protozocm imterseheidtui sicb die 
mit dieser Methode erhaltenen Krgebnisse bedeutend von d(‘n(‘n der 
anderen Methoden. Die Protozoenzahl war geringer in den Bodcaijaohen 
der angesauerten und partiell sterilisierten Serien als in der unbehan- 
delten Serie und schwankt(‘ wahrend der v(‘rschied(‘nen pc'i iodiseh aus- 
gefuhrten B(‘stimmungen, konnte aber in gunstigen Fallen (‘twa oOOOO 
])ro 1 g Boden ('rreichen. Diese Zahl ist jedoeh, wie wir sf)ater b(d 
direktem Studium der Bodenmikroflora sehen we^rden, v('rsehwind(md 
klein im Vergleich zu den iibrigen Bodenmikroorganismc^n. Dio Cysten, 
sowohl groBc als kkdne, kamen dagegen allgenieiner verbreitet vor, in 
Bodenprobcn der unbehandelten Serie konnt^m z. B. uber 26000 groBe 
und 63000 kleine Cysten je 1 g gezahlt werden. 

Auch die Mikroflora des Boderis wird in viekm Ai-beiten bc^handelt, 
die sich jedoeh bis in die letzten 10 bis 15 Jahre ausschlit^Blich auf in- 
direkte TJntersuchungen stiitzten. Moglicherweise best^hen abei’ hier, wie 
bei den Protozoen, groBe TJnterschiede zwisehen den wirklieh im Bodt'n 
vorhandenen und den in oder auf verschiedenen Substraten sich ent- 
wickelnden Formen. Auch mag es Bodenmikroorganismen geben, die 
man bei der UnzweckmaBigkeit der indirekten Methoden noch nicht 
hat isolieren konnen. Ferner ware es mdglieh, daB Bakterien oder andere 
Mikroorganismen an den Bodenpartikeln stark anhaften und dadurch 
bei der Herstellung von Verdiinnungen und bei der Impfung vcrloren 
gehen. Es fehlt nicht an Forschern (60, 113), die darauf aufmerksam 
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machen, daB wir trotz des Reichtums an Untersuchungen sehr wenig 
von der wirklichen Bodonmikroflora wissen. 

Die vorliegendon direktcn Methoden (12, 42, 60 bis 63, 138, 
218, 219, 322, 323, 37«S, 401 bis 404) haben den Nachteil, daB 
bei ihnen ,,Trockenfixicning“ angewandt wird, ein Verfahren, bei 
dem die groBeren Mikroorganismen zorstort werden^. Die vom 
Verfasser ausgearb(Mtcte Methode ermoglicbt eine morphologisch 
unveranderte Wiedergabe der Mikroflora und vermeidet die Fehler, 
die diirch Entwicklung von Cysten und Sporen verursacht werden 
konnen. Wir konnen durch sie die verschiedenen Bakterien, Pilze und 
Algen in ihrer natiirlichen Gk'stalt (siehe i und j der Abb. 13) ohne Sto- 
ning durch die Bodenpartikeln beobachten. Die gefarbten Dauerpra- 
parate und sogar auch die Pi*aparate mit nicbtfixierter oder fixierter 
Aufschlamniung biet(»n die Moglichkeit, einen Teil der Bodenmikroflora, 
bc'sonders bei Anw(‘ndung der starksten VergroBerungen, zu unter- 
sucheii. Ferner kann diesc* Methode fur das Studium der Mikroflora 
und Mikrofauna vielseitigt^ Anwendung finden, da sie nicht nur die 
Untersuchung d(‘s Kleinlebens im Bodcui, in Infusen usw., sondern 
auch im Diinger gestattet (siehe k dei Abb. 13), was bei anderen Me- 
thoden nicht moglich ist. Die Mikroflora ist im Boden sehr verbreitet. Es 
gibt kaum irgendwcOehe Bodenpartikeln in dor Ackerkiume, die — - nach 
Praj)araten zu urteilen — frei von Mikroorganismen sind. Oft haften 
diese in Massen an mineralischen Bodenpartikeln oder organischen 
Substanzen. Auffallend ist das Vorkommen von hullenumgcbenen 
Mikroorganismtm, was daniit zusammenhangen mag, daB diese Hiillen 
besondere Vortcu'le gc'wahren zwischen den haiten oder scharfen 
Bodenpai’tikeln. Aus den Praparaten ergibt sich, daB wir es bei dor 
Mikroflora des Bodens wi(‘ auch bei den Bodenprotozoen entweder mit 
durch Anpassuiig an das Leben im Boden hervorgerufenen Modifi- 
kationen oder mit besondei tui FornMUi zu tun haben, die von den Mikro- 
organismen stark abweichen, die wir bei Impfung auf Agar usw. 
erhalten. 

Freilich wird bei unserer Methode ein Teil der Mikroorganismen 
aus dem naturlichen Verbande herausgerissen, ab(T dies hindert nicht, 
daB durch sie die mit der l^otozoen-lheorie zusammenhangenden Pro- 
bleme gelost werden konnen, da wir auf Praparaten gleichzeitig die 
Mikrofauna und die Mikroflora erhalten. 

Von don verschiedemm Mikroorganismengruppen, wie sie auf Grund 
der Methode hervortraten, herrschen dit* Bakterien quantitativ und 
qualitativ vor. Dio Zahl der groBen Bakterien, darunter auch groBe, 

^ Darauf sei hier besonders aufmerksam gemacht, weil dies oft seitens 
der Bodenforscher Ubersehen wird. 
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an Azotohacter erinnornde Kokken, wird bedeutond von der der mittcl- 
groBen Kokken von 1 bis 1,5 [jl Durchmc^sser iibertroffen, die nach 
ihrem Volnmen als die vorherrschenden Bodenbewohner anzusehen 
Hind. Eine nebr zablreirhe Gruppe bilden div kleinsien Kokken mit 
einem Durcbmesser unter 1 p,, die alJerdings ihrem Volumen nach (‘inen 
verhaltnismaBig kleinon Teil der Bakterienmassc' aiismachen. Die 
Stabchen bildeten in den untersuchten Bodenproben eine winzige 
Gruppe, obgleich sie an manchen Stellen in groBen Massen auftratiui. 
Die kleinen Stabchen liberwiegen aber an Individuen-, Artenzahl und 
auch Gesamt- Volumen iiber die groBeren. 

Die Algen bild('ten in den untei’suchten Bodenproben (‘inen nicht 
unbedeutenden Teil der Bodenflora. CymiophyceeUy Chlorophyceen und 
JHatorneen wurden nicht nur in den oberem, sondern auch in ziemlicli 
tiefen Bodenschichten g(‘funden, wo die Einwirkung der Sonnenstrahlen 
von ganz anderem Charakter sein muB ala im Wasser. 

Ein Teil der Algen .s])ielt vielleieht nine gewisse Jtolle bei der Stiekstoff- 
bindung iin liodeii (24, 87, 2G5, 1148), walneiid ein andert*r t’iir diest' ohii<‘ 
Belang bJoibt (27, 215, 2()4). Boi giiiistigen Bedingungen konnen di(* Algen 
dem Boden bedeiitendo Mongen organischer Sloffe znfiilnc'n odc'i* duieli 
Symbioso mit stickstoffbindondeii Baktt^rien den Sticks! offgeha It des 
Bodens vermehron (20). 

Die Pilze bilden einen sehr gioBen I’eil der aktivc^n mikroskopischcn 
Welt des Bodens. line Hyphen werden sehr oft in i^'aj)araten bc'ob- 
achtet, und in oinigen Bodc'iiprobtui nehmen sie, ihrer Zahl und ihrem 
Volumen nac’h, eine hervorragende Stcdlung ein. Diese Hyphen sind 
sehr mannigfaltig, man findet breite und schmale, dick- und diinn- 
wandige, verzweigU* und unverzwoigtt^ usw. 

Die von eiiiigen Eorsehern (372) ihneai zugesproclu'ne Euhigkeit, 
don atmosyjharisclien Sticks! off zn binden. wird von aiulcrc'n (80, 308) 
geleugnet. In gowisson Boden sind sio, nacli Angah^ tnnigor Forscher, die 
aktivsten Fellulosoabbaiier und bilden oft nu'hr Ainmoniak uls die Bak- 
terien (88, 207, 247, 273, 342, 384, 391). 

Auch die Actinomyceten sind in den Praparaten durch ihre Faden 
oft deutlich zu erkennen. 

Sie solleii eine wichtige Kolle boi den niikrobiologischon Vorgangen ini 
Boden spielen durch Zorsetzung von Kohlenhydraten, Stickstoffvorbin- 
dungeii und auch Lignin (59). Wonigstens in kiinstlichon Substraton 
konnen sie Cellulose abbauen, EiwoiB als Stickstoff- und Kohlenstoffquello 
ausnutzen, Nitratstickstoff zu Nitrit-(2J7) und sogar zu Ammoniak- 
stickstoff (271, 272, 385, 389) reduzieren usw. 

Die Zahl der Algencysten iibertraf die dor Protozoencysten. Dio 
Mihrosporen gehoren toilweise den Pilzen, teilwcise di‘n Bakterien an. 
Sporen wie Cysten haben selbstverstandlich keine groBerc^ aktive Be- 
deutung fiir die mikrobiologischen Vorgange im Boden. 



Mikrofauna des Bodens. 


277 


Nach den Pr&paraten zu urteilen haften die Bakterien und auch 
andere Bodenmikroorganismen unter normalen Feuchtigkeitsverhalt- 
nisscn im Boden don Bodenpartikeln an und liegen nicht frei von diesen. 
Im Gegensatz zu der Annahme der Forscher, die die indirekte Methodc 
benutzen, daB man durch tlmriiliren oder Umschutteln von Boden und 
Wasser iisw. bei geeigneter Verdiinnung schliefilicji einen einzigen 
MikToorganismus erhalten kann, zeigte die direkte Metfaode deutlich, 
daB die Mikroorganismen so stark an den Bodenpartikeln haften, daB 
man selbst mit einer kraftigen Propellerumruhiung, die zur Herstellung 
von Bodenaufschlammungen viel wirksamer ist als Umschutteln usw., 
nicht alle Mikroorganismen von den Bodenpartikeln oder voneinander 
trennen kann. Hiermit stehen die Beobachtungen (396, 397) in Uber- 
einstimmung, dafi man beim Umschutteln des Bodens mit einem be- 
sonderen Vibrationsapparat auch mit der indirekten Methodc eine Zahl 
von Organismen ei^halten kann, die sich der mit der direkten Methode 
(5rhaltonen nahert. Bekanntlich wird bei der Bestimmung der Individuen- 
zahl mit indirekter Methode hauptsachlich die Plattenmethode benutzt, 
bei der A^oraussetzung ist, daB jede Kolonie von einem einzigen Mikro- 
organismus abstammt. 

Die Beschaffenheit der Bodcnteilchen ist ebenfalls von Bedeutung 
fiir die Verteilung der Mikroorganismen im Boden (68) und in der Boden- 
aufschlammung. Es muB daher die Bestimmung der Zahl der Mikro- 
organismen mit der indirekten Methode sehr mangelhaft sein, besonders 
bei Vermehrung der Anzahl Verdiinnungen, und so wird der Unterschied 
zwischen den Ergebnissen der direkten und der indirekten Methoden 
nicht nur bei der qualitativen, sondern auch bei der quantitativen 
Bestimmung der Mikroflora des Bodens sehr augenfallig. 

So werden z. B. Bakterienz&h\en je 1 g Boden von 1,5 bis 2,5 Millionen 
(317), von etwa 9 Millionen (139, 170), aber auch bis 15 (191, 398) oder 20 Mil- 
lionen (382), bis 40 Millionen (71, 227) und sogar bis 200 Millionen (388) 
angegeben. Dio Zahl der Algen ist verhaltnismaBig unbedeutend: etwa 
50000 (26), die der Pilze grbfier, namlich etwa 250000 (317) oder bis 500000 
(189) und auch bis 1 Million (384), obwohl auch eine so geringe Zahl wie 
etwa 30000 angegeben wird (386). Die Zahl Am' Actinomyceten ist dagegen 
bedeutend: von etwa 1 Million (389, 390) oder bis 2,5 Millionen (170) und 
sogar bis zu 14 Millionen (188, 388). In gefrorenem Boden wurden eine 
Menge von 34 Millionen (57, 227) und sogar 95 Millionen (58) Bakterien, 
9 Millionen Actinomyceten (67, 227) und 85000 (226) Pilze gefunden. 

Mit direkten Methoden firiden wir bei giinstigen Verhaltnissen, wie 
z. B. in Tschemosem, Werte wie 2700 Millionen Mikroben je 1 g (350). 

Die Anzahl Mikroorganismen, die vom Verfasser mit seiner Methode 
erhalten wurde, schwankte in den verschiedenen Serien und auch 
wahrend der Vorsuchszeit in einer und derselben Serie. Gleich nach der 
Behandlung mit Toluol oder W&rme verminderte sich die Anzahl der 

18 ♦ 
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Bakterien, Algen und Pilze im Vergleich zur Anzahl in der Kontroll- 
serie, ganz bedeutend, aber schon nach kurzer Zeit begann sie zu steigen, 
um spater die Menge der Mikioorganismen in der Kontrollsorio weit 
zu iibertreffen. In der angesauerten Serie blieb sie dagegen wahrend 
der ganzen Versuchszeit geringer als in der Kontrollserio. Es ist von 
Interesse, dafl unmittelbar nach der Sterilisierung des Bodens an- 
gefertigte Praparate eine auffallend kleine Menge Mikroorganismen, im 
Vergleich zu dem Boden vor der Sterilisierung, zeigten, wahrscheinlich, 
weil tote Zellen gar nicht oder nur schlecht vom C yanosin gcfarbt werden. 
Auch in Praparaten von andercm Serien konntc ein Unterschied in der 
Farbungsintensitat beobachtet werden. Ob dies auf dem Alter der 
Zellen usw. beriiht, kann zui Zeit nieht mit Bestimmtheit gosagt 
werden. Die Anzahl der Bakterieii in der Kontrollscrie hielt sich 
auf etwa 800 bis 900 Millionen. In den partiell sterilisierten Serien 
konnten aber auch iiber 3 Milliarden Bakterieii vorkommen, wahrend 
in der auf ph 5 angesauerten Serie hochstens 300 Millionen Individiien 
gezahlt wurden. Die Kokken unter 0,5 // bildeten den bei weitem iilxT- 
wiegenden Teil der Bakterien. 

Obwohl eine Durchschnittszahl der Individuen in den verschiedenen 
Serien nieht leicht zu berechnen ist, besonders infolge des Vorkommens 
von zoogloa-artigen Kolonien, wurde, um das Verhaltnis zwischen 
Protozoen und den ubrigen Mikroorganismen in den Bodenproben bessc'r 
zu verstehen, versucht, die dui'chschnittliche Zahl zu bestimmen. Von 
den aktiven Bakterien wurd(* die Zahl der Kokkcui unter 0,5 jii auf etwa 
994 Millionen, von 0,5 bis 1,0// auf etwa 175 Millionen, von 1,0 bis 1,5 jjl 
auf etwa 92 Millionen und iiber 1,5 // etwa 20 Millionen, die Zahl der Stab- 
chen auf etwa 27 Millionen, davon der iiber 1 // dicken auf etwa 3 Milli- 
onen berechnet. Die Menge der Bakterien betrug also im ganzen 1,3 Milli- 
arden Individuen, was bei Tdtung dieser Mikroben durch die partielle 
Sti^rilisierung dem Boden eine nicht unbedeutende Menge loslichen 
Stickstoffs zufiihren mullte. Da das Gewicht eines Bakteriums dureh- 

schnittlich mit ~ ^ - g angegeben wird (216), so wiegt die in 1 g 

Jiyl . lU'*' 

Boden befindliche Bakterienmasse in runder Zahl 5 mg. Die Stickstoff- 
menge bei 25% Trockensubstanz und 10% Stickstoffgehalt (277) 
betragt etwa 0,125 mg je Ig oder 125 mg je 1kg Boden, d. h. 
ein nicht unbedeutender Teil des loslichen Stickstoffs kann von der 
Mikrobenmasse geliefert werden. 

Die Zahl der Algen war bedeutend kleiner und betrug je 1 g 
Boden 290000 Zellenfragmente, die der Algencysten etwa 1 Million. 
Die 25ahl der Pifefragmente erreichte 540000, die der Sporen 3780000. 
Actinomyceten kamen in einigen Bodenproben in langen Faden vor. 
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die aus Massen von Zellen bestanden* Hire Anzahl konnte in einigen 
Prftparaten mit 1200000 bestimmt werden. 

Im Gegensatz zu einigen Forschern (220) ermoglicht besonders die 
direkte Methode eine Klarstellung des Verhaltnisses zwischen den 
Bodenprotozoen iind den iibrigen Bodenmikroorganismen. Allerdings 
kann die direkte Methode keinen AufschluB darubor geben, welche 
Mikroorganismen in bezug auf die Fruchtbarkeit des Bodens wichtig, 
und welche fur den Stoffumsatz schadlich oder ohne Bedeutung sind. 
Die Kenntnis der Morphologie der Mikroorganismen schlieBt nicht die 
Kenntnis ihrer Eigenschafttm und der Produkte ein, die sie im 8toff- 
umsatz bilden. Auch bei der Bestimmung der Anzahl der kleinsten 
Mikroorganismen, wie z. B. von Nitrobacter rait 0,3 bis 0,4 fj Durch- 
messer, liegen fur die direkte* Methode Schwierigkeiten vor, und es ist 
fraglich, ob sie durch diese Methode nachgewiesen werden konnen. 
Die direkte Methode kann also in einigen Beziehungen sogar hinter 
der indirekten Methode zuruekstehen. Man darf aber nicht vergessen, 
daB die Versuche der Zuehtung von bestimmten Mikroorganismen auf 
kiinstliehen Substraten uns gewohnlich nur zeigen, daB der betreffende 
Mikroorganismus diese Produkte bei Anwendung des entsprechenden Sub- 
strats bilden kann. Jm normalen Boden kann ihre Wirksamkeit von ganz 
ander(*r Art sein. In dieser Hinsieht sind die kurzlieh veroffentlichten 
XInt(‘r8uchungen (83) von Intt*resse, welche zeigen, daB aus Boden isolierU* 
Bakterien, die morphologisch Azotobacter glichen, physiologisch diesem 
gar nicht ahnlich waren. Ferner besitzen die Bakterien die Fahigkeit, 
morphologisch stark zu variieren, was von Alter, Substrat usw. ab- 
hangig ist. I)i(* Okologie der Bodenmikroorganismim und die Biologic 
d(‘s Bodens sind von so komplizierter Art, daB sie nicht durch die direkte 
Methode allein gelost werden konnen, sondern die Anwendung ver- 
schiedener Methoden erfordern. Mit der direktem Methode ha ben wir 
die Mogliehkeit, die Anderungen der Zusammensetzung im Kleinleben 
d(*s Bodens zu verfolg(*n und oftmals auch eine Vorstt*llung von den 
Anderungen der Stoffwechselprodukte im Boden zu erhalten. Dimch die 
indirekte Methode kdimen wir di(* Funktion isolierter Mikroorganismen 
in gewissen Substraten unt(*rsuehen. Durch Kombination der beiden 
Methoden werden wir einen besseren Einblick in die diesbezuglichen 
Probleme bekommen. Wenn es alier gilt, ein allgemeines Bild vom 
Kleinleben im Boden zu erhalten, ubertrifft die direkte Methode 
die indirekte weit, da diese uns hochsttms eine fragmentarische Auf- 
klarung liber die Morphologic* und Physiologic einiger isolierter Boden- 
mikroorganismen gelien kann. Insbesondere was die Pi‘otozoen-Theorie 
angoht, vermag man mit der direkten Methode zu beweisen, daB die 
Anzahl und das Volumen der Bakterien im normalen Boden so groB 
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ist, daO die Protozoen im Vergleich zu ihnen keine wesentliche BoUe 
spielen konnen. Mit indirekten Methoden konnte dies nichit nach< 
gewiesen werden. 

Der Lebenszyklus und die Anpasfiungsffthlgkeit der Protozoen an flilsslgo 
und halbfeste Substrate and an Boden. 

Es war zu c'rwarten, daB der Lebenszyklus der Protozoen sich im 
Boden auf Grund der abweichenden Beschaffenheit dieses Mediums 
etwas anders gestalten wiirdo als in fliissigen und halbfesten Substraten. 
Dio von der Protozoen-Thcorie beriihrten Probleme wiirden natiirlich 
vollstandiger geklart werden, wonn man Naheres iiber den Zusammen- 
hang zwiscben den Bodenprotozoen und den aquatischen Formen 
feststellen konnte. Ehe wir aber zu den Versuchen iibergehen, soli der 
Lebenszyklus der aquatischen Protozoen in fliissigen Substraten kurz 
besprochen werden, da dieser den moisten Bodonprotozoen-Forschem 
anscheinend wenig bekannt, wenigstens von ihnen oft gar nicht 
beachtet worden ist. 

Die Protozoenentwicklung in Seen und anderen Wasseransamm- 
lungen zeigt drauBen in der Natur und im Aquarium im Labora- 
torium eine gewisse Periodizitat der Individuenanzahl und der Art- 
zusammensetzung. In der Regel nimnit eine auftretende Protozoenart 
an Anzahl zu, bis nach kiirzerer oder langerer Zeit cin Maximum erreicht 
ist. Dann fangt die Individuenanzahl an zu sinken, und endlich ver- 
schwindet die betreffende Art, um einer anderen Platz zu machen, 
die wiederum eine analoge Entwicklung durchmacht. Auch die ver- 
schiedenen Protozoengruppen folgen oft in einer bostimmten Reihenfolge 
aufeinander. Zuerst treten z. B. kleiiie, darauf groBe FlageUaten auf, 
alsdann kleine, darauf groBe Ziliaten und endlich Rhizo'poden. 

Auch bei Ziichtung reiner Linien von Protozoen in kiinstlichen 
Substraten findet man solchen periodischen Wechsel von Aufbliihon 
und Depression in dor Protozoenentwicklung. Als z. B. ein Individuum 
von Colpoda> cucvllus in 20 com Heuinfus eingefiihrt wurde, trat 
am folgenden Tage Vermehrung ein, die sich wahrend der folgenden 
3 Tage stark steigerte und am vierten Tage ihr Maximum erreichte. 
Vom funften Tage an machte sich eine raschc Encystierung 
bemerkbar, die Zahl der encystierten Protisten nahm weiter zu, und 
gleichzeitig verminderte sich die Anzahl aktiver Colpoda. Am siebenten 
Tage war die Anzahl aktiver Individuen gegeniiber der Anzahl von 
Oy«ten unbedeutend, und am achten Tage wurde nur eine kleine Anzahl 
aktiver Protozoen neben groBen Massen von Cysten beobachtet. Wahrend 
der folgenden 6 Monate wurden die Protozoen in denselben Infusen 
periodisch untersucht, wobei eine groBe Anzahl Cysten beobachtet 
werden konnte, wahrend die Anzahl aktiver Formen unbedeutende 
Schwankungen aufwies. 
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Zuchtet man reine Linien von Protozoen, die echwer odor gar 
, keine Cysten bilden, wie z. B, Colpidiumy so findet man dieselbe Porio- 
dizitat, obwohl das Ausbleiben der Cystenbildung gewisse Abweichungen 
hervomift. Wenn ein Colpidium in ein kleines Probierglaschen mit 
5 com Infus eingefiihrt wird, orreicht die Anzahl aktiver l^otozoen 
nach einer schnoUen Vermehrung am fiinften oder sechsten Tage ihr 
Maximum, worauf sie rasch abnimmt. Am zehnten oder elften Tage 
sind die Protozoen aus dem Substrat so gut wie verschwunden. 

Diest) mehrfach beobachteten periodischen Erscheinungen in dor 
Protozoeneniwicklung hat man als Zyklus, Rhythmus usw. (31 bis 
35, 200, 409 bis 411, 413, 419) bozeichnet und mehrere Theorien 
aufgestellt, um ihre Ursachen zu erklaren. Einige Forscber mcinen, daB 
die Ursachen von ausschlioBlich innerem, biologiscbem Charakter sind, 
andere dagegen sehcn die Ursachen ausschlieBlich in den S*uBeren 
Bedingungen, hauptsachlich in der Beschaffenheit des Mediums selbst. 
Wieder andere glauben, daB die Periodizitat durch auBere wie auch 
innere Ursachen hervorgerufen wird (6, 14, 15, 81, 82, 103, 282, 412, 414, 
418, 419). 

Um die von dor Protozoen -Theorie beriihrten Probleme besser be- 
tu'teilen zu kOnnon, nuissen auch Kahrungsaufnahme, Assimilation und das 
Verhalten gegen Tem^watur lioriicksichtigt werden. Hinsichtlich der 
Nahrungsaufnahme unterscheitlen sieh die griinen Protozoen zum Teil 
Hehr wesentlich von <ien farblosen, da sie sich autotroph entwickeln kdnnen, 
d. h. bei Darbietung nur anorganischer Nahrstoffe. So hat der Verfasser, 
el)enso wie andere Forschor (17, 311, 311: ), ohiie Schwierigkeit Qoniurny 
Chlamydmnofias und ChUvrogofiium wahrend einer langeron Zeit in sterilen 
Knop- o<ier /ienec^e -Nahrlosungcm zuchten konnen. Freilich sind nicht 
alle chlorophylltragenden Ffagellaten imstande, sich in Losungen mit aus- 
schlieBlieh anorganischen Niihrstoffen zu entwickeln, sondern mehrere 
verlangen noeh organisohe Stoffo, sind jedoeh imst»ande, ohne Bakterien- 
nahrung auszukommen. 

Unter den farblosen l^ otozoen, dein iiberwiegenden Teil der Protozoen, 
haben wir zwischen voriibergehend farblosen und den eigentlich farblosen 
zu unterscheiden. Zu jenen gehoren griingefarbte FlageUaten, die unter 
bestimmten Lebensbedingungen ihr Clilorophyll verlieren und farblos 
werden, ihre griine Farbe jedoeh regenerieron, wenn andere, geeignete 
Bedingungen auftroten. Sie kbnnon auch ohne Bakterien leben. 

Schon das Vorhandensein von Nahrungsvakuolen bei den Protisten 
beweist, daB feste !N'ahrungsi)artikeln, wie Bakterien usw., fiir sie eine groBe 
Rolle spielen. Friiher glaubte man, daB die heterotrophen Protozoen fiii* 
ihre EntwickJung unbedingt lebende Bakterien erforderten (126, 262), wofiir 
auch mehrere Untersuchungen der letzeren Zeit sprechen (178, 239, 314, 361). 
Indessen kdnnen wenigstens gewisse heterotrophe Protozoen auch auf 
toten Bakterien (280, 286, 377), animalischem EiweiB, zermahlenen Muskeln, 
gewissen Vegetabilien (281) und auf Blutserum (283, 284) gezuohtet werden. 
Versuche, heterotrophe l^otozoen ausschlieBlich mit Idslichen Stoffen 
anorganischer wie organischer Art> zu ernahren, haben sich als sehr schwer 
durohfiihrbar erwiesen, und es ist bis jetzt nur eine kleine Anzahl solcher 
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Versuche gelungen (241 bia 244, 296 bis 298), was iiberdies von anderen 
Forschern bestritten wird (284, 286, 388). Unter den Protozoen befinden 
sich librigens viele kannibalische Formen (13, 129, 185, 252). 

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen liber die Emahnmg kann 
als bewiesen gelten, daB sowohl EiweiBstoffe (146 bis 147, 260, 278) als 
auch Kohlenhydrat© (48 bis 66, 366) von den Protozoen assimiliert werden, 
Wie ©s sich mit dem Fett verhalt, dariiber wissen wir zur Zeit wenig Sicheres. 
In bezug auf die Assimilationsfahigkeit fanden sich bei verschiedenen 
Protistenklassen und sogar bei verschiedenen Arten wesentlioh© Unter - 
schiede. So kann oin© bestimmt© Eiweifi- oder Starkeart von Ziliaten 
assimiliert werden, aber nicht von Rhizopoden (104, 258). Bei den mit 
Nahrungsvakuolen versehenen Protozoen spielt die Reaktion der Nahrungs- 
vakuole ftir den Abbau der Kahnmg eine groBe Roll©. Einig© Forscher 
bezeichnen die Reaktion als sauer, ander© als alkalisch oder neutral (37, 
240, 300). In Wirklichkeit diirft© die Reaktion in dor Vakuole, wenigstens 
bei gewissen Protozoen wi© bei dem von Verfasser und anderen Forschern 
(278, 366, 359) beobachteten Paramaecium, wahrend des Abbauvorgangs 
wechseln. 

Gewohnlich findet man in der Protozoenzolle Bakterien, Algen, Zoo- 
chlorellen, Protozoen- und Algencysten, Pilzhyphen, Sporen und ver- 
schiedene mineralische Partikeln. Von den c*heinis(*h©n Inlialtskorpern 
der Zelle seien Starke, Paramylum, (dykogon, Fettropfen und Gase, 
hauptsachlich UO 2 , erwahnt. AuBerdem kommen kleine Granulakorner 
vor, die von einigen (394) als Reservestoffe, von anderen (313) als Enzyrn- 
trager, die iin Dienste dor Assimilation stehen, angesehon werden. 

Der Abbau der aufgenommenen Kahrung ©rfolgt (lurch verschiedenc 
})e})tisch©, diastatisch© u. a. Enzyme (166, 267, 269), mit deren Hilf© die 
zusaimnengesotzten I^oteino, Starke, C’ellulose usw. angegriffen werden. 
Dissiinilationsprodukte, die die kontraktilen Vakuolen verlassen, besfohen 
aus Wasser, Barnstoff, Harnsauro, (^alciurnphos))hat usw. (159, 343, 347). 

Was die Tem}>cratur, wenigstens in fliissigen Substraton ©inon der 
wichtigsten F'aktoren fiir die Protozoenentwicklung (196, 200, 246), an- 
betrifft, so liegen Minimal-, Optimal- und Maxiinal-Tem])eratur in der 
Regel boi 0 bzw. 20 bis 25° U und bzw. ©twa 40° (' (370, 421). 

Dariiber, wie sich bei den Protozoen im Bodon der Lcbenszyklus, 
die Assimilation usw. gestalt en, liegen zur Zeit keine direkten l^nter- 
suchungen vor. Kach Angaben der Boden}jrotozoen -Forscher sollon diese 
Vorhaltniss© boi den Boden protozoen im groBen ganzon analog denen der 
aciuatischen Protozoen sein. So z. B. war die Saisonvariation in der Zalil 
der Bodenmikroorganismon ahnlich der der aquatischon Organismen (71), 
ebenso die Protozoonteilung in reinen Kulturen bei Laboratoriumversuchen 
von derselben Periodizitat wi© bei den Feldversuchen (74), und auch 
Kannibalismus wurd© bei Bodenprotozoon beschrieben (109, 185, 253). 
Andererseits wurde beobachtet, daB die Veranderungen in biologischer 
Beziehung bei Verwahrung der Bodenproben im Laboratorium sich andei*s 
gestalten als draufion in der Natur (3, 166), und daB die Maximalt emjieratur 
fiir die bodenbewohnenden Protozoen hOher war als fi’ir die aciuatischon 
Formen (67, L54). 

Mit Hinsicht auf die Protozoen-Theorie ist die Einwirkung der 
niedrigen Temperaturen von besonderer Wichtigkeit fiir das Verst&ndnis 
der Aktivitat dor Protozoen wahrend der kalten Jahreszeit und h^d 
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ihrer tlberwinterung im Boden. Obwohl diese Fragen, wenigstens was 
die aquatischei) Formen anbelangt, von mehreren Forschern behandelt 
wurden, sind leider noch viele Einzelheiten iingeklart. Bcbon 1838 hat 
Ehrenberg (96) xnitgeteilt, daB die Protozoen getotet werden, wenn sie 
mehrere Stunden einer Temperatur von minus 9 bis 12® C ausgesetzt 
werden. Kurze Zeit aber vertragen sie eine solche XJnterkiihlung. 
Nenere TJntersucliungcn haben gezeigt, daB man die Protozoen all- 
mahlicJi an niedrigerc Temperaturen gewohnen kann, so daB sie sich 
z. B. bei 0®C und sogar bei minus PC noch teilen (92), aber bei noch 
niedrigerer Temperatur gehen sie zugrunde. 

Wenn man Pi*otozoen langsam gefrieren laBt, bildet sich zuerst 
um die Ix^treffendc Protozoenzello cine Eishiille. Allmahlich beginnt 
dann das in der Zelle befindliche Wasser abzuwandern und legt sich 
als Eisbildung auf die erwahnte Eishiille, was zum SchluB den Tod 
des Pi'otozoons v(Tursacht. Kuhlt man dagegen das Substrat schnell 
ab, so gefriert gl(‘ichzeitig mit dem Substrat aueh die Zellmembran, 
wobei sich in diesor Eiaki’istalle bilden. Dies fiilirt zum sofortigen 
Tode der Protozoenzelle. Die Protozoen kdnnen also eine starke Unter- 
kiihlung nieht uberleben und sind somit nicht fahig, in gefrorenem 
Zustande zu uberwintern. Angaben, daB aktive l^otozoen eine langerc' 
Uuterkuhlung auf minus 60® C vertragen (306), seheinen irrtumlich zu 
sein und diirften auf Cbersehen der Cysten beruhen. 

Es ist anzimehmen, daB sich die Protozoen gegen niedrige 
Temperatunm in Boden und Wasser gleichartig verhalten. Sehon 
im Herbst treten indessen in unseren Breitengraden kiirzere oder 
langere Perioden mit starker Kalte auf, und wahrend des Winters ist 
die Temperatur oft weit unter dem Gefrierpunkt, so daB man erwarten 
muB, daB das Wasser nicht nur auBerhalb der Protozoenzelle, sondern 
auch in der Zellmembran und in der Zelle selbst sich in Eis verwandelt, 
was den Tod der aktiven Protisten verursachen wurde. Die von einigen 
Bodonprotozoeii-Forschern (226, 227, 340) gemachten Angaben, daB die 
Protozoen auch wahrend der Winterzeit im Boden im aktiven Zustande 
vorkamen, sind schwer zu verstehen. Das Vorhandensein aktiver 
Formen konnte nur dadurch erklart werden, daB sich weder in der 
Membran noch im Protoplasma dieser Protozoen im gefrorenen Boden 
Eis bildet. Bei starker und andauemder Kalte ist das kaum denkbar. 

Um mehr Klarheit uber die im vorhergehenden behandelten Fragen 
zu orhalten, was fiir die Beurteilung der Stichhaltigkeit der Protozoen - 
Theorie von groBer Bedeutung ware, wurden entsprechende Versuche 
mit verschiedenen Protozoen, erst in Losungen, dann auf halbfesten 
Substraten und schlieBlich im Boden, vorgenommen. 

Von den Protozoen wurden Reprasentanten der aus dem Boden be- 
kannten Klassen gew^dilt, uiid zwar folgende Arten von Rhizopodeni 
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Amodfa Umax, A, radiasa, AroeUa vulgaris, Euglypha alvtolaria und AcUm- 
phrye sol; von FlageUtUen: Chlamydomonas monoica, Oonium pectorale, 
Monas termo, Bodo globosus; von Ziliatem Urotrioha farcta, Dileptus cygnus, 
Chilodon imcinatua, Colpidium colpoda, Colpoda cucullus, Paramaecium 
caudatum, CycUdium glaucoma, Stentor polymorphus, Halteria grandmeUa, 
Pleurotricha grandis, Gastrostyla steinii, Oxytricha fallax, Stylonychia 
mytUus und Vorticella nebulifera, Diese Protisten warden durch Impfung 
von sterilem Heuinfus oder Bodenextrakt mit Boden erhalten. Sie wiirden 
also nach der von den Bodenprotozoen-Forscjiern angenommenen Methodik 
als echte Bodenprotozoen anzusehen sein. Die betreffenden Protisten 
warden entweder als einzelnes Individaam Oder als reine Kultar^, die aus 
aktiven Individaen und Cysten bestand, in den entsprechenden Substraten 
geziicjitet. Fiir einige Versuche, bei denen das an entsprechenden Stellen 
angegeben worden ist, warden als Impfmaterial teils Gartenboden* teils 
Infuse, die eine Mischong von verschiedenen Protozoen und Cysten ent- 
hielten, benutzt. In der Kegel bestand jeder Versuch aus zwei oder mehreren 
Parallelversuchen, um die Ergebnisse zuverlassiger zii gestalten. 


Zuchtungsversuche tn Losungen, 

Infolge der besonderen Eignung dor bakterienfreien Benecke- und 
^nop-Losungen fiir sterile Ziichtung von ChLorogonium, CMamydonumas 
und Oonium warden die Versuche mit den farblosen Protozoen zuerst 
in diesen Losungen begonnen, worauf man spater zu Mischungen dieser 
Losungen mit anderen, die reich an organischen Stoffen waren, wie 
Heuinfus oder Bodenextrakt iiberging. Die Protozoen warden zur 
Sauberung von Bakterien und anderen Mikroorganismen, die ihnen 
anhafteten, mehrmals mit sterilem Heuinfus gcwaschen, ohne daB 
allerdings eine Infektion des Substrats durch fremde Mikroorganismen 
immer ausgeschlossen werden konnte. In mehreren Fallen wurde sie 
durch bakteriologische Untersuchung festgestellt. Das Waschen, das 
von Hargitt und Fray (163) eingefiihrt wurde, erwies sick als die be- 
quemste der verschiedenen Verfabrungsweisen, die gepriift wurden, 
um Protozoen bakterienfrei zu bekommen. Ihirch Kataphorese z. B., 
die von Amster (6) mit Erfolg angewandt wurde, ist es mir nicht ge- 
lungen, sterile I^otozoen zu erhalten. Noch weniger befriedigten Ver- 
suche, die negative Geotaxis auszunutzen. Auch Zentrifugieren und 
Verwendung der Phototaxis und des Steigrohres blieben erfolglos. 
Eine Behandlung der Cysten mit Desinfektionsmitteln oder Warme 
fiihrte zu befriedigenden Ergebnissen, war aber sehr umstandlich und 
bei Formen, die keine Cysten bUdeten, unanwendbar. 

Arcella. Bei Impfung steriler Mischungen von Benecke- und Knop- 
Lbsungen, Heuinfus oder Bodenextrakt mit Arcella wurde stets eine 

^ Die Ausdriioke: „Beine Kultur“ oder „reine Linie‘‘ werden in der 
vorliegenden Arbeit dem Begriff Individuallinie oder Kjon entspreohend 
angewandt. 
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Infektion beobachtet, weil diese Art, wie Thecamoeben uberhaupt, 
offenbar nur sehr sobwierig von Bakterien befreit warden kann, da die 
fremden Mikroorganismen sich in dem Baum zwischen Schale und 
Plasma „verstecken‘‘. Die Entwicklung der Tiere diirfte bei Nacbt 
einsetzen; denn w&hrend des Tages wurde keine Vermehrung beob- 
achtet. Weiter fiel die oft vorkommende Plasmogamie von zwei oder 
drei und bisweilen noch mehr Individuen auf, ebenso die Bildung von 
Gasblasen bei vielen Individuen. 

Oastroetyla. Nach Impfung von Oastrostyla in BenecA^-Losung 
konnte bei taglicher Untersuchung wahrend 10 Tagen keine Vermehrung 
festgestellt werden, obwohl sie nach wio vor lebten. In einer Mischung 
gleicher Teile JBewecA^-Losung und Heuinfus oder Bodenextrakt ge- 
staltete sich die Entwicklung anders. Nach 24 Stunden wurde Teilung 
beobachtet, die Vermehrung ging wahrend der folgenden 3 Tage langsam 
weiter. Dann fing die Anzahl aktiver Individuen an abzunehmen, 
und es begannen Cysten aufzutreten. Nach woiteren 2 Wochen waren 
die aktiven Formen verschwunden. Wurde dagegen die Losung jetzt 
mit reiner 5t^fi7i5-Kultur versetzt, so schliipften die Cysten 

aus, und nach 5 Tagen erreichte die Zahl der aktiven Individuen ihr 
Maximum. Wahrend der darauffolgenden Zeit warden die aktiven 
Formen durch Cysten ersetzt, so daB am elften Tage alle encystiert 
waren. Ansauern des Substrats mit Essigsaure oder Alkalisieren 
mit Soda verursachte keine Veranderung in der Protozoenentwicklung, 
was bewies, daB die Reaktion hierbei ohne Bedeutung war. 

Bei Zuchtung in sterilem Heuinfus oder Bodenextrakt konnte in 
einigen Fallen nach 4 bis 5 Tagen eine Teilung beobachtet werden und 
nach woiteren 3 bis 4 Tagen auch eine Vermehrung der Individuen. 
Eine baktoriologische Untersuchung zeigte jedoch, daB das Substrat 
infiziert war. Bei fortglisetzter Beobachtung konnte man nach 2 bis 
3 Tagen das Auftreten von Cysten feststellen, und nach einer kimzen 
Zeit waren im Substrat viele Cysten und wenige aktiven Formen vor- 
handen. Ein Zusatz von Bacillus subtilis-Kultm zum Heuinfus fiihrte 
schon am folgenden Tage zum Ausschlupfen aus den Cysten und starker 
Vermehrung der aktiven Protisten, 

Paramaecium, Bei Impfung von Paramaecium in sterile BenecA^* 
Losung konnte in einem Zeitraum von 14 Tagen bei taglichen Unter- 
suchungen keine Entwicklung beobachtet werden, dagegen wurde bei 
Einfuhrung in eine Mischung von gleichen Teilen Benecke^Losung und 
Heuinfus Teilung am fiinften Tage beobachtet. Die Vermehrung der 
Individuenzahl dauerte langsam wahrend der folgenden 20 Tage an, 
worauf die Anzahl lebender Individuen abzunehmen begann, und nach 
2 Wochen konnten nur einzelne Paramoecfttw-Individuen beobachtet 
werden. Indessen diirfte die Entwicklung in diesem Falle einer Bakterien- 
Arohiy Iflr Mikrobiologie. Bd. 5. ][9 
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infektion zuzuschreiben sein, die durch bakteriologische XJntersuchtmg 
festzustellen war. Die langsame Entwickliing diirfte ungenugender 
Nahnmg (schwache Bakterienentwicklung) zuzuschreiben sein. Eine 
kleine Anzahl Individuen lebte im Substrat langere Zeit (einige Monate), 
zeigte aber groBe Vakuolen und war im iibrigen stark deformiert. 

Cdpoda, Versuche mit Colpoda batten ahnliche Ergebnisse wie 
mit Oaetrostyla. Zuerst entwickelten sich die aktiven Formen sehr 
stark, dann begannen die Cysten aufzutreten und die Anzahl aktiver 
Formen sich entsprechend zu verringern. In den infizierten Substraten 
fand die Entwicklung friiher statt, und die Anzahl Individuen war groBer. 

Cyclidium. Auch diese Ziliaten konnten sich nicht in reiner Benecke- 
Losimg entwickeln. In einer Mischung von BenecA;e-L5sung und Heu- 
infus war die Entwicklung gut; es wurden sowohl aktive Individuen 
wie Cysten beobachtet, in der Regel aber erwiesen sich die Kulturen 
durch Bakterien infiziert. Die Infektion ist leicht erklarlich, weim man 
die geringe Dimension dieser Art und die damit zusammenhangende 
Schwierigkeit beriicksichtigt, sie durch Waschen bakterienfrei zu 
erhalten, 

Dileplus. Als reine Linie im bakterienreichon Heuinfus geziichtet, 
entwickelte sich Dileptua langsam und zeigte am dritten Tage acht 
Individuen. In denselben Infus i?^urde zu dieser Zeit einige von einer 
reinen Linie herstammende Colpoda-lndiYiduen eingefuhrt. Diese fingen 
an, sich stark zu entwickeln, und schon nach 2 Tagen war eine 
Masse aktiver Colpoda und Co/poda-Cysten vorhanden, wahrend die 
Dtfep^^-Individuen sich nur unbedeutend vermehrt batten, was dadurch 
zu erklaren sein diirfte, daB verschiedcne Protozoenaxten ungleiche 
Bakteriennahrung und ungleiche physiologische Bedingungen erfordern. 
Von Interesse war, daB mehrere D^fep^^t5-Individuen mit Colpoda- 
Cysten vollgepfropft waren, obwohl das Substrat keinen Mangel an 
Bakterien zeigte. Wahrend der folgenden Zeit begann Dileptua, trotz 
Vorhandensein von Nahrung in Form von Bakterien und Colpoda- 
Cysten, sich zu encystieren, und schlieBlich waren alle aktiven Individuen 
verschwunden. 

Pleurotricha, Bei Entwicklung einer reinen Linie von Pleurotricha 
in einer Mischung von Beneche-hd&xxDg und Heuinfus konnte in den 
6 ersten Tagen keine Vermehrung der Protozoenanzahl beobachtet 
werden, obwohl das Individuum weiterlebte. Es muB dem Substrat 
an geniigender Nahrung gefehlt haben. Wahrend der folgenden 4 Tage 
fand indessen eine kraf tige Protozoenentwicklung statt, was wahrschein- 
lich mit der Entwicklung von Bakterien zusammenhing, die im Substrat 
naohgewiesen wurden. Vom zehnten Tage an begannen die aktiven 
Individuen stark abzunehmen und an deren Stelle Cysten aufzutreten. 
Nach weiteren 2 Tagen war, eine kleine Anzahl aktiver Individuen und 
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eine Menge Oysten festzustellen. Eine Bestatigung, daB die Enoystienmg 
durch Mangel an lebenden Bakterien verursacjit wurde, ist darin zu 
erblicken, daB nach Zusatz von einigen com Infus, das eine reine Knltur 
von Bacillus svhtilis enthielt, schon am folgenden Tage eine groBe 
Anzabl Cysten sicb in aktive Protozoen verwandelt batten. Die von 
den Protozoen verlassenen Cysten lagen in Menge durchbohrt oder 
zersprengt am Bod^n der GefaBe. Femer wurden mehrere Protozoen 
im Stadium des Ausschliipfens aus den Cysten beobachtet, wobei man 
die Protozoen sicb innerbalb der Cyste schnell in verscbiedenen Rich- 
tungen bewegen sab. Solcbe Cysten zeigten gewobnlicb eine diinnere 
Wandund waren etwas groBer als die Rubecysten, d. b. solcbe, in welcben 
das Ausscbliipfen nocb nicbt begonnen batte. AuBerdem wurden 
mehrere frei scbwimmende Tiere in Teilung beobacbtet und neugebildete 
Tocbterzellen, die bedeutend kleincr waren als die erwacbsenen 
Individuen. Die scbnelle Entwicklung war jedocb nacb weiteren 2 Tagen 
zum Steben gekommen, worauf eine starke Cystenbildung mit ent- 
sprecbender Verminderung der Anzabl aktiver Individuen begann. 
Die aktiven Formen wiesen innerbalb des Zellkorpers Cysten ibrer 
eigenen Art auf. 

Stylonychia, In einer 8tylonycMa-K.\x\iuv, deren Entwicklung in 
einer Mischung von J?enecA*e-Losung und Bodenextrakt in ungefabr 
derselben Weise wie bei der vorigen Art verlief , wurde ein nocb starkerer 
FaU von Kannibalismus beobachtet. Es wurden aktive Formen an- 
getroffen, welcbe normale StyUmychia’lndiyiduen verschlangen. Die 
verscbluckten Tiere wurden zur Halfte in den Cytopbarynx binein- 
gezogen, wodmeb eine starke VergroBerung des Volumens des Kannibal- 
tieres verursaebt wurde. 

Die Ergebnisse diesor Versuche sprechen dafiir, daB die betero- 
tropben Protisten lebende Bakterien oder wenigstens feste Nabrungs- 
partikeln fiir ihre Entwicklung braueben. Es ist jedocb nicbt aus- 
gescblossen, daB bei einer anderen Beschaffenbeit der Nahrl5sungen 
oder bei Versuchen mit anderen Protozoenarten die Ergebnisse anders 
ausfallen konnten. In Boden, in denen anorganisebe und organische 
Stoffe reicblicb vorkommen, sind aucb Bedingungen denkbar, die zur 
Deckung des Nabrungsbedarfs der Pi'otozoen ohne Bakterien ausreichen. 

Zuchtungsverauche auf halt f eaten Subatraten, 

Bei diesen Versuchen wurden als Substrat Agar und Gelatine in ver- 
sebiedenen Konzentrationon benutzt. Der Agar wurde erst 24 Stunden 
in flieBendem Wasser gewaschen. Das voin Agar absorbierte Wasser wurde 
dann bei der Bereebnung der Konzentration mitgerechnet. Das Substrat 
wurde in Konzentrationen von 0,6, 1,0, 1,5 und 2,0% hergestellt und 
enthielt 0,06% Knopa Salze. Das Gelatinesubstrat wurde in Konzentra- 
tionen von 2, 6 und 10 % angewendet und bestand teils aus Bouillongelatine^ 

19 * 
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teils auB Galatme mit Zmatz von 0,005% Knops Salzen. Das sterilisierte 
Agar- bzw. Gelatinesubstrat wurde warm in sterile Pe^ri-Schalen emgefuhrt, 
wo man es vor Einfiihrung des Impfmaterials erstarren lieB. Um Bakterien^ 
nahrung zu erhalten, wurden die Substrate mit reinen Kulturen vOn 
Bacillus subtilis versetzt. 

Kach einigen Untersuchungen (84, 426) iibt die Festigkeit des Substrats 
einen EinfluB auf die Protozoenentwicklung aus. So kann Euglena grcMis 
sicb auf 4^0 Agar ohne Zusatz von Nahrung nioht entwickeln. Auf 6% 
Gelatine mit Peptonzusatz teilen sich die Euglenen im Dunkeln im Kuhe- 
stadium, am Licht kriechen die Tiere, wobei sie eine unregelmkBige Form 
annehmen. Auf 20 % Gelatine schlieBlich findet man keine frei kriechenden 
Euglenen mehr, sondem nur sich in der Buhe teilende. Der EinfluB des 
Substrats wurde auch durch die Versuche des Verfassers, wie aus dem 
Nachstehenden hervorgeht, bestatigt. 

Bei Impfung von 0,5% Agar^ mit bakterienreichem Heuinfus, 
das eine gemischte Bohkultur von Amoeben, Flagellaten und Ziliaien 
enthielt, entwickelten sich sowohl Amoeben als auch kleine Flagellaten 
und kleine Ziliaten. Bei Impfung desselben Substrats mit Gartenboden 
entwickelten sich griine Flagellaten in groBer Menge, die Entwicklung 
anderer Protozoen war dagegen sparlich. 

Bei Impfung von 1 % Agar mit bakterienreichem Heuinfus, 
das eine gemischte Bohkultur von Amoeben, Flagellaten und Ziliaten 
enthielt, entwickelten sich Protozoen aus den verschiedenen Klassen, 
aber in geringerer Anzahl als bei der Impfung von 0,5 % Agar und mit 
im Vergleich zum Verhalten in 0,5% Agar gehommter Bewegungs- 
fahigkeit. Bei Impfimg desselben Substrats mit Gartenboden hatten 
sich am zweiten Tago einige Amoeben, Flagellaten und Ziliaten ent- 
wickelt. Unter den Ziliaten fiel besonders die Entwicklung von Colpoda 
cucvllus und Colpoda sfeinii auf. Sie nahmen wahrend der folgenden 
7 Tage schnell an Anzahl zu und fingen dann an, sich zu encystieren. 
Gleichzeitig steigerte sich die Encystierung bei den iibrigen Protozoen, 
und 1 Monat nach der Impfung konnten nur Protozoencysten beob- 
achtet werden. Wahrend weiteror 2 Monate wurden keine aktiven 
Protozoen gefunden. Als aber jotzt Heuinfus, das eine reine Bacillus 
««6^tK«-Kultur enthielt, in solcher Menge zugesetzt wurde, daB es 
eine etwa 0,5 cm hohe Flussigkeitsschicht iiber der Agarflache bildete, 
begann schon nach einigen Stunden das Ausschliipfen der Protozoen 
aus den Cysten, und nach 24 Stunden wurde eine groBe Zahl aktiver 
GoZpoda-Individuen beobachtet. Nach einigen weiteren Tagen ent- 
wickelten sich auch andere Protozoen, unter denen Oxytricha und 
HaUeria stark hervortraten. 

Versuche mit demselben Impfmaterial auf 1,5 und 2% Agar 
zeigten, daB die Anzahl entwickelter Protozoen und die Bewegungs- 
fftl^gkeit bei Steigerung der Festigkeit des Substrats abnahm. 

^ Unter Agar ist in di^m Absohnitt Knop-Agar gemeint. 
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Im Laufe der Zeit verdunstet das Wasser, das Substrat wird immer 
fester und entspricht immer mehr einem solchen von hoherer Kon- 
zentration. Beobachtungen, die beim Studium der Entwicklung der 
Mikrofauna auf Agarsubslrat wahrend einer langeren Zeit vorgenommen 
wurden, ergaben, daJJ die Mikrofauna ibrer Zusammensetzung nach 
mit der Zeit immer mehr einer solchen auf einem festeren Substrat 
gleicht. 

Das Ergebnis aller dieser Versuche mit gemischten Kulturen 
erlaubte folgende Schliisse : Die ZUiaten brauchen eine groBere Fliissig- 
keitsmenge, um sich zu bowegen und ihre Lebensfunktionen aufrecht- 
zuerhalten, als Flagellaten und Rhizopoden. Sie verschwinden doshalb 
in erster Linie, zunachst gcwohnlich die groBeren Formen, dann die 
kleineren. Die Amoeben kdnnen sich, wie die Versuche zeigten, leichter 
als andere Protozoen an halbfeste Substrate anpassen. Sie gedeihen 
z. B. auf 2 %igem Agar, wo andere Protozoen sich nicht mehr ent- 
wickeln. Im allgemoinen bewahren sie am langsten von alien Protozoen 
ihre Bewegungsfahigkcit, und wenn sie auch aufhoren, ihre Pseudo- 
podien hinauszuschieben, so arbeiten doch ihre kontraktilen Vakuolen 
noch langere Zeit, allcrdings langsamer als gewohnlich. Nur die Theca- 
moeben, die durch ihre Schalen besser als die iibrigen Protozoen gegen 
Austrocknen nsw. geschiitzt sind, konnen mit den Amoeben kon- 
kurrieren. Dadurch diirfte zu erklaren sein, daB mehrere For- 
scher (104, 380) gewisse Thecamoeben, wie Evglypha, Trinema, Assvlina 
und Corythion^ in aktiveni Zustande auch an durren Orten gefunden 
haben. Einige widerstandsfahige Thecamoeben hatten jedoch eine Ver- 
kleinerung erfahren. 

Paramaecium, Bei Impfung von 0,5%igem Agar mit einem 
Tndividuum einer reinen Linie von Paramaecium caudatmn, das aus 
Heuinfus entnommen war, konntc erst am dritten Tage eine Teilung 
beobaehtet werden. Wahrend weiterer 7 Tagen hat die Anzahl Protozoen 
langsam zugenonimen. Wahrend eines Monats wurde dann die Pam- 
wioert'aiw -Entwicklung verfolgt. Die Tiere waren in guter Verfassung, 
aber ihre Anzahl blieb nahezu unverandert, und ihre Bewegungs- 
fahigkeit nahm merkbar ab. Die Erklarung der langsamen Stoigerung 
der Anzahl Individuen diirfto darin zu suchen sein, daB Paramaecium 
fur seinen Zuwachs Bakteriennahrung verlangt. Die Nahrung, die in 
Form von iTnop-Salzen im Agar vorhanden war, geniigte nicht zu einer 
normalen Entwicklung der Tiere. Die beobachteto langsame Para- 
twocciwm-Entwicklung diirfte auf der Entwicklung von Bakterien 
beruhen, die das geimpfte Paramaecftim-Individuum begleiteten. 
Denn nach Zusatz von einigen cem Infus, das eine BaciUua aubtiiia- 
Kultur enthielt, fand eine starke Entwicklung von Paramaecium statt. 
DaB sich dabei nicht die verminderte Festigkeit des Substrata geltend 
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machte, geht daraus hervor, daB der Zusatz der erw&hnten Infusmenge 
die Konzentration nicht in nennenswertem Grade veranderte. AuBerdem 
entwickelte sich Paramaecium auch in Infusen ohne Bakterien schlecht. 

Bei Impfung von l%igom Agar mit einem Individuum einer 
reinen Paramaecii^m-Linie, das dem 0,5 %igen Agar entnommen wurde, 
war das Tier nach 24 und anch nach 48 Stunden noch am Leben, konnte 
sich aber nicht fortbewegen nnd ging am dritten Tage zugrunde, ohne 
sich geteilt zu haben. Bei einer anderen Impfung, die in ahnHcher 
Weise ausgefiihrt wurde, teilto sich dagegen das Paramaecium, und 
nach 48 Stunden wurden vier Individuen beobachtet. Weiter ging die 
Teilung indessen nicht, und wahrend weiterer 14 Tage verblieb die 
Anzahl dieselbe. Von dieser Zeit an nahm indessen die Ortsbeweglichkeit 
der Tiere, die schon friiher sehr langsam war, merklich ab. Nach weiteren 

3 Tagen war die Zahl der Individuen auf drei reduziert, und nach weiteren 

4 Tagen waren alle tot. Solche Beobachtungen, die wiederholt gemacht 
werden konnten, lassen darauf schlieBen, daB der Zustand der Protozoen 
bei der Impfung, vielleicht im Zusammenhang mit ihrem Alter, fur 
ihre Weiterentwicklung von Bedeutung ist. 

Bei Impfung von 1,6 und 2 %igem Agar mit roiner Paramaecium- 
Linie konnte keine Entwicklung beobachtet werden, und die Tiere 
gingen nach kurzer Zeit zugrimde. 

Colpoda, Colpoda steinii konnte dagegen nicht nur auf 0,6- 
und l%igem Agar, sondern auch auf 1,5- und 2%igem Substrat 
geziichtet werden, Sie encystierte sich indessen um so friiher, je fester 
und bakterienarmer das Substrat war. Eine erwiesenermaBen bakterien- 
freie Ziichtung konnte jedoch nicht erhalten werden, da die Entwicklung 
der Tiere in einem dem Anschein nach bakterienfreien Substrat sehr 
langsam vor sich ging. Es ist bemerkenswert, daB diese Art, die ge- 
wohnlich formbestandig ist, ihre Form auf dem Agar je nach dem 
Wassergehalt des Substrats stark veranderte. Auf 0,5%igem Agar 
Oder im Kondenswasser der iibrigen Agar- Substrate hatten die Tiere 
ein normales Aussehen und schwammen, wie gewohnlich, mit Hilfe 
ihrer Zilien. Aber auf 1-, 1,5- und 2%igem Agar krochen die Tiere 
ahnlich Amoeben, so daB man sie oft nicht mehr als Ziliaten erkennen 
konnte. 

Halteria. Halteria konnte auf 0,5- und l%igem Agar mehrere 
Monate beobachtet werden, wobei sie sich sehr gut entwickelte. Die 
bekaimtlich sehr schnelle Bewegung des Tieres wurde in 0,6%igem 
Substrat er^ichtlich nicht gehemmt. Auf 1,5- und 2 %igem Agar waren 
dagegen die Zuchtungsversuche erfolglos. Die Befreiung der Tiere 
von Bakterien war naturlicb mit Bucksicht auf die Kleinheit der Form 
nicht immer sicher, imd daher kann uber wirklich bakterienfreie 
Ziichtung nichts berichteti werden. 
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Oxytricha, Diese Art koimte sich sehr leicht an das Leben anf 
0,5%igem Agar anpassen. Die Entwicklung ging ziemlich rasch 
vonstatten da, wo viele Bakterien vorhanden waren, war dagegen sehr 
verlangsamt, wenn wenig oder gar keine Bakteriennahmng zu finden 
war. Die Bewegung war in 0,5%igem Agar merklich gehemmt im 
Vergleich zur Bewegung in Heuinfus, aber die Teilung der Tiere und 
ihre Entwicklung iiberhaupt wurde bei Vorhandensein von Bakterien- 
nahrung, wie erwahnt, durch die Festigkeit des Substrats sehr wenig 
gehindert. Die Entwicklung auf 1 %igem Agar fiel unregelmaBig aus, 
auf 1,5- und 2 %igem miBlang sie. 

Monas und Bodo, Von diosen Flagdlaten konnte Monas sich auf 
0,5- und 1 %igein Agar gut entwickeln, wahrend die Entwicklung von 
Bodo auf 1 %igem schlechter vor sich ging. 

Das Ergebnis dieser Versuche diirfte den SchluB erlauben, daB die 
heterotrophen Protozoen auch auf halbfesten Substraten von aus- 
schlieBlich loslichen Stoffon nicht leben konnen, sondern Nahrung in 
Fonn von festen Partikeln, wie Bakterien, benotigen. Je fester das 
Substrat ist, desto mehr wird die Protozoenentwicklung gehemmt, 
imd je kleiner eine Protozoenart ist, desto leichter kann sie sich an das 
Leben im halbfesten Substrat anpassen. 

Im AnschluB an die heterotrophen Protozoen seien hier auch die 
griingefarbten Formen mit einigen Worten beriihrt. CMamydomonas 
und Gonium konnten leicht nicht nur auf 0,5- und 1 %igem Agar, 
sondem auch auf 1,5- und 2 %igem Agar geziichtet werden und bildeten 
schon nach einigen Tagen einen griinen tTberzug auf dem Substrat, 
obwohl sie sich nur langsam ausbreiteten. 

Was die Ziichtung auf Gelatine anbelangt, so hat sich gezeigt, 
daB dieses Substrat nach verhaltnismaBig kurzer Zeit von peptoni- 
sierenden Bakterien infiziert wird, welche die Gelatine zerstoren, 
die dadurch ihre Eigenschaft eines festen Substrats einbiiBt. Die 
Entwicklung dor Protozoen auf Grelatino gestaltete sich indessen, 
solange diese ihre Festigkeit bewahrte, ahnUch wie auf Agar, d. h. je 
groBer die Festigkeit des Substrats war, eine desto geringere Anzahl 
Protozoen war imstande, sich in ihm zu entwickeln, und desto langsamer 
war ihre Bewegung und umso schwacher ihre Entwicklungsf&higkeit. 
Femer wichon die Protozoen in ihren Dimensionen und in ihrem 
Habitus um so starker von der Norm ab, je hoher die Gelatinekonzen- 
tration war. Die Ziichtung auf Gelatine bestiltigte also in tJberein- 
stimmung mit den Agarversuchen, daB die Entwicklung von Protozoen 
sich auf halbfesten Substraten anders gestaltet als in einem fliissigen 
Medium. 
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Ziichtungaversuche im Bodm. 

Der alte Begriff rom Boden als einer Masse, die aus xnineralischen 
und oigamschen Bodenpartikeln besteht, die von einer feinen Schicht 
Feuchtigkeit umgeben sind, hat sich wahrend der letzten Jahre auf 
Grund genauer phjmikalischer und chemischer Untersuchungen bedeutend 
gewandelt. Wir wissen zur Zeit, daB die Beschaffenheit des Bodens von 
sehr komplizierter Art ist. Der Boden enthalt zwar mineralische und» 
organische Partikeln, aber diese bilden sozusagen einen Kem, der von 
verschiedenen KoUoiden umgeben ist, die von komplizierter chemischer 
und physikalischer Struktur sind. Der Baum zwischen solchen Par- 
tikeln ist mit Wasser, Salzen und Gasen gefiillt. Infolgedessen bildet 
der Boden ein vorziigliches Medium fiir Mikroorganismen, die darin die 
notige Nahrung und andere Lebensbedingungen fiir ihre Entwicklung 
finden. 

Bei der Ausfiihrung dieser Versuche warden sterile Proben aus Grarten- 
boden von je 60 g mit verschiedenen Mengen Heuinfus versetzt, so daB 
Serien Bodenproben mit verschiedenem Feuchtigkeitsgehalt, etwa 26, 20, 15 
und 10%, erhalten warden. Das in die Bodenproben eingefiihrte Infus 
enthielt eine reine Kultur von Bacillus subtilis, damit auch lebende Bak- 
terien als Nahi*ung vorhanden wAren. In die verschiedenen Bodenserien 
warden reine Linien von Protozoen und Cysten eingefiihrt, deren Ent- 
wicklung mit Hilfe der direkten Methode naher untersucht wurde. Impfung 
sowohl mit aktiven Formen als auch mit Cysten wurde vorgenommen, 
weil es denkbar war, daB aktive Formen bei der Impfung infolge der groBen 
Oberflachenspannung, welcher die Zelle beim t)borfiihren von Infus in 
Boden ausgesetzt war, zugrunde gehen. Die Cysten durften hierbei nicht 
besch&digt worden sein, imd wenn der Boden fiir sie wirklich ein geeignetes 
Medium war, waren sie imstande, sich unbehindert zu ontwickeln. Bei 
Impfung von Paramaecium und Colpidium wuiden nur aktive Formen 
eingefiihrt, da Cysten dieser Formen nicht erhalten werden konnton. 

Es ware freilich wiinschenswert, statt sterilisierten Bodens nicht - 
sterilisierten zu benutzen, um die natiirlichen Verhaltnisse zu haben, aber 
fiir das Studium der Veranderungen einer ge wissen Protozoenart im Boden 
muB die Sicherheit gegeben sein, daB wir zu jeder beliebigen Zeit wirklich 
die betreffende Art vor uns haben. Dies kann aber nur dann geschehen, 
wenn keine andere lebende Protozoen oder Cysten vorhanden sind, die 
Verwechslungen verursachen kOnnen. Jedenfalls diirften wir eine bessere 
Vorstellung von der Anpassung an das Bodenleben bei Benutzung von 
sterilisiertem Boden erhalten als bei Benutzimg von Infusen oder halb- 
festen Substraten. 

Von den untersuchten Protozoen konnte sich Dileptus in den her- 
gestellten Serien gar nicht entwickeln. Paramaecium und Oxytricha 
und andere groBc Formen konnten nur in gesattigten Bodenserien in 
ziemlich schlechter Entwicklung beobachtet werden. Die ArceUa- 
Zuchtung fiel sehr unregelm&Big aus; verschiedene Individuen konnten 
in Bodenserien mit und ohne freie Flussigkeitsschicht beobachtet 
werden. Die in Bodenserien entwickelte Form zeigte, daB eine Ver- 
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minderung des Volumens dieser Art bei der Anpassung an das Leben 
im Boden stattfindet (siehe I der Abb. 13). Bas Anpassungsvermogen 
der iibrigen Protozoen, wie Amoeba, Monas, Bodo, Cdpoda, Colpidium, 
Urotricha und Cydidium, konnte in verschiedenen Bodenproben verfolgt 
werden, obwohl diese Formen sich nicht in alien Serien entwickelten. 
Wir werden hier Colpoda betrachten, deren Verandeningen bei der 
Anpassung an Leben und Entwicklung im Boden in Einzelheiten unter- 
sucht werden konnten. 

In der Infusschicht der gesattigten Bodenserien batten die Colpoda- 
Individuen den gewohnlichen Habitus und zeigten eine normale Ent- 
wicklung, wie man sie bei den aquatischen Formen findet, d. h. es 
waren normale aktive, in Teilung begriffene und encystierte Individuen 
vorhanden. Die aktiven Formen bewegten sich lebhaft, zeigten innerhalb 
der Zelle normale Nahrungsvakuolen, pulsierende Vakuolen, Gra- 
nula usw. (siehe m der Abb. 13). In Serien ohne freie Flussigkcitsschicht 
fanden wir abwoichende Tiere und zwar um so mehr vom normalen 
Habitus abweichende, je geringer die Feuchtigkoit in der Bodenserie 
war. Bei einigen Individiien konnte man noch die Morphologie der 
geimpften Form und ihre Kernstruktur wiedererkennen, obwohl ohne 
Kenntnis des Ausgangsmaterials die Artbestimmung gewisse Schwierig- 
keiten verursacht hatte. Andere Individuen hatten das Volumen, die 
Form, den Kern und die Nahrungsvakuolen so verandert (siehe n, o und p 
der Abb. 13), daB sie mehr einer Amoeba als einer Ziliate glichen, und 
daB ihre Identifizierung ohne Kenntnis des Ursprungs unmoglich war. 
Endlich befanden sich die Co/poda-Individuen, besonders in den Boden- 
serien mit niedrigem Wassergehalt, im Encystierungszustand (siehe q 
und r der Abb. 13). Wenn eine Serie von Bodenproben mit geringem 
Feuchtigkeitsgehalt durch Zusatz von Infus in solche von hoherem 
Feuchtigkeitsgehalt oder in wassergesattigte umgewandelt wurde, 
konnte man eim* Co/poda-Entwicklung in umgekehrter Richtung, d. h. 
von Cysten zu Awioe6a-ahnlichor Form und endlich zu normaler Wasser- 
form erhalten. Es findet also eine morphologische Veranderung statt, 
wenigstens bei gewissen Protozoen, die sich an das Leben im Boden 
anpassen. 

Was die anderen erwahnten Protisten anbelangt, so haben auch 
sie bei der Anpassung an das Leben in den verschiedenen Bodenserien 
Verandeningen erlitten. Diese traten jedoch nicht so stark ‘hervor wie 
bei Colpoda, was teils ihrer kleineren Dimension, teils ihrem weniger 
ausgepr&gten Veranderungsvermdgen zuzuschreiben sein diirfte. Ge- 
meinsam bei der Anpassung an das „Bodenleben“ war die GrdBen- 
verminderung, die sich um so starker erwies, je groBer das Erotozoon 
war. So &nderten Monas, Bodo und Cydidium ihr Volumen weniger 
als Vrofyncha, diese aber weniger als Colpidium, Die Ergebnisse dieser 
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Versuch© best&tigen also die friiher gemachten Erfalinmgen von der 
Abhangigkeit der Protozoenentwicklung von der Beschaffenheit des 
Substrats. 

Durch diese Untersuchungen konnte somit der Zusammenbang 
zwischen dem Bodenkleinleben und den Lebensbedingungen im Boden 
studiert werden. Eine Ziliate, wie Colpoda, hat die Moglichkeit in 
Infus Oder wassergesattigtem Boden sehr schnell und ohne Form- 
veranderung die bakterienreichen Stellen aufzusuchen und umgekehrt 
giftige Stellen zu vermeiden. Ihre Vermehrung und Entwicklung geht 
also unter gunstigen Verhaltnissen vor sich. Wenn sie aber aus einem 
odor dem anderen Grunde in nicht wassergesattigten Boden hinein- 
kommt, muB ihre Entwicklung sich ganz anders gestalten, muB sie 
auch bei verhaltnismaBig hohem Feuchtigkeitsgrad und guten Nahrstoff- 
verhaltnissen ihre Form verandern imd ihr Volumen vermindem, um 
sich dem Raum zwischen den Bodenpartikeln anzupassen. Ferner 
kann sie sich im Boden nicht schnell bewegen. Es liegt auf der Hand, 
daB die Bodenprotozoen sich als Bakterienverschlinger nicht in demselben 
Umfang wie aquatische Protozoen von normaler GroBe und in ihrem 
normalen Wassermedium betatigen konnen. Dies gilt naturlich ganz 
besonders von den kleinen Bodenformen, die von Azotobacter^ GroBe sind. 

Bei direktcr Untersuchung bekommt man ein mehr oder weniger 
konstantes Bild vom Kleinleben des Bodens und dem Stoffumsatz, 
bei indirekter erhalt man verschiedene Ergebnisse, da cs oft Cysten 
sind, die die Artzusammensetzung der Mikrofauna bestimmen, und da 
die groBeren aquatischen Formen in ganz anderer Weiso auf die Bak- 
terienflora und den Stoffwochsel einwirken wie die eigentlichen Boden- 
protisten. 

Wir wollen noch kurz die Bedeutung der C!5ysten besprechen. Die 
Cystenfrage ist leider, wie erw&hnt, von den meisten Bodenprotozoen- 
Forschem unbeachtet gelassen worden, und darin diirfen sicherlich die 
Ursachen vieler Widerspriiche in den Brgebnissen liegen. Die CJysten 
sind auBerst kleine kapselartige Bildungen, in die sich die Protozoen ge- 
wohnlicji verwandeln, um sich vor unglinstigen Lebensbedingungen, wie 
Trockenheit, Kalte, Nahrimgsmangel usw. zu schiitzen (8, 44, 46, 104, 199, 
318). Die Cysten sind gegen Temperaturextreme weit resistenter als die 
aktiven Formen (67, 261, 377, 424), Jahrelang kOnnen sie Diiire vertragen. 
('yston in Bodenproben, die iiber 49 Jahre in geschlossenen Behaltern 
verwahrt wurden, hatten ihre EntwicklungsffiJiigkeit nicht eingebuBt (135, 
137). Sie passieren gewOhnlich die Dftrme von Tieren imd Menschen, ohne 
geschadigt zu worden. Wie Staubpartikeln werden sie ohne Schwierigkeit 
durch die schw&chsten LuftstrOme auf groBe Strecken weggefiihrt. Sie 
haften leicht *an Pflanzen, Insekten, Tieren und Menschen imd werden 
so verbreitet. Die Rolle der Cysten fiir die Protozoenverbreitung ist von 
vielenForschernklargelegt worden (44 bis 46, 222, 225, 315, 362, 363). Dabei 
kann die Entwicklung der Cysten zu aktiven Protozoen schon nach einigen 
Stunden, ja selbst Minuten, ^vor sich gehen (197, 199). Die Zeit, die zur 
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Bntwicklung der aktiven Protozoen aus Cysten erforderlich ist, hangt 
von den ph3^iologischen Bedingungen des Mediums, dera Alter der Cysten, 
der Temperatur usw. ah. Die Widerstandsf&higkeit der Cysten und die 
Leichtigkeit, mit dor sie sich verbreiten, erklArt, warum man die gleichen 
Formen aus Bodenproben von weit entfernten Weltteilen erhalten kann. 
Darin ist sicherlich zum groBen Teil die „Unabhangigkeit“ der „Boden- 
protozoen“ von Jabreszeit, Reaktion, Feuchtigkeit usw., sowie auch die 
Ubareinstimmung der Mikrofaxma des Bodens und des Wassers begriindet. 


Zusammenfassung. 

In verschiedcnen Bodenproben von normalem Wassergehalt wurde 
mit einer hierzu auagearbeiteten direkten Methode das Vorkommen 
verschiedener Protozoen festgestellt; die Existenz einer Bodenmikro- 
fauna laBt sich also nicht leugnen. Hire Vertreter sind dem Leben im 
Boden besonders angepaBt. Auffallend ist bei ihnen ihre geringe Dimen- 
sion, die auch bei den Formen zu beobachten ist, die ihrer Morphologie 
nach don aquatischen Protozoen gleichen. GroBere aquatische Formen 
wcrden, wenn sie sich dem aktiven Leben im normalen Boden anpassen, 
so stark verandert, daB sie kaum erkennbar sind. Im Zusammenhang 
dam it muB auch ihre biologische Bedeutung ganz verandert sein im 
Vergleich zu den Verhaltnissen im Wasser. Die eigentlichen Boden- 
formen gehoren meist zu den Flagellaten und dann zu den Rhizopoden. 
Ziliaten dagegcn wurden nur ausnahmsweise beobachtet. 

Dio eigentlichen Bodcnprotisten bilden im Vergleich zu den iibrigen 
Bodenmikroorganismen sowohl in qualitativer als auch quantitativer 
Beziohung einen verschwindend kleinen Teil der Bodenmikrobionten. 
Auch das Volumen der gesamten Bodenprotozoon steht hinter dem der 
Bodenbakterien sehr zuriick. Ihre Fahigkeit, die unziihligen Mengen der 
Bakterien und anderen Mikroorganismen im normalen Boden zu ver- 
mindorn, ist daher — auch bei giinstigon Verhaltnissen im Boden — go- 
ring. Dazu kommen noch die Schwierigkeiten, die ihrer Fortbewegung im 
Boden entgegenstehen, und der Umstand, daB mehrere Protozoenarten 
nur von ganz bestimmten Bakterien leben, und daB andero gar keine 
Bakterienfresser sind, vielmehr Protozoen verzehren oder, wio die am 
Abbau organischer Substanzen teilnehmenden, sich von vermodemden 
Pflanzen- und Tierresten nahren. Durch die partielle Sterilisierung 
werden die Protozoen nur zum Teil ausgerottet, da es Formen gibt, deren 
Cysten eine so groBe Menge von antiseptischen Mitteln erfordern, daB 
diese auch beim Sattigungsgrad des Bodens nicht erreicht wird. Die 
Protozoen sind aber im normalen Boden — auf Grund ihrer un- 
bedeutenden Anzahl auch vor der Sterilisierung fiir die qualitativen 
und quantitativen Verhaltnisse der Bodenmikroben von untergeord- 
neter Bedeutung. 
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Dafi der Einflufi der Bodenprotozoen auch auf die mikrobiologischen 
Prozesse in norxualem Boden unbedeutend ist, wurde ebenfalle dnrch 
direktes Studium des Stoffwechsels in verschiedenen Bodenproben 
bestatigt. Die partielle Sterilisierung rief Veranderungen chemischer, 
physikalischer und biologischer Natur in den untersuchten Boden- 
proben hervor, die eine bessere Zuganglichkeit des Bodonstickstoffs 
nnd eine bessere Ausnutznng der Nahrstoffe durch die Pflanzen zur 
Folge batten, ohne augenscheinliche Veranderungen in der Zahl der 
Protozoen zu bewirken. Die Ursachen der Verbesserung der Frucht- 
barkeit des Bodens, die nach ciner partiellen SteriUsierung stattfindet, 
sind also in anderen Faktoren als bei den Bodenprotozoen zu suchen. 

Die Behauptung des Vorkommens vieler groBer Protozoen im 
Boden und ihrer ontscheidenden Bedeutung fur die mikrobiologischen 
Prozesse im normalen Boden, wie auch ihrer Unabhangigkeit von der 
Feuchtigkeit, Reaktion, Temperatur des Bodens usw. durfte auf der 
indirekten Untersuchungsmethodik beruhen, bei welcher die Kntwick- 
lung der eigentlichen Bodenprotozoen ausbleibt, dagegen das Aus- 
schliipfen aus Cysten der fiir den Boden fremden Protozoen oder 
morphologiseh stark veranderten Formen stattfinden kann. 

Bei abnormen Verhaltnissen im Boden, wie z. B. bei reichlichem 
Vorhandensein organischer Substanzen odor im durchweichton Boden, 
konnen natiirlich die Protozoen infolgo starker Vermehrung als 
hemmender Faktor fiir die Bakterienentwieklung und die Bakterien- 
wirksamkeit auftreten. Solche Verhaltnisse sind aber sowohl unter 
theoretischem als auch unter praktischem Gesichtspunkt fiir die hier 
beriihrten Fragen ohne Interesse. 
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(Alls der Abteilung fiir aJlgeinoine Mikrobiologie des Instituts fiir exi^eri- 
nientelle Medizin der USSR, Leningiad.) 

Einige Beobachtungen Hber den Entwicklungszyklus 
des cellulosezersetzenden Organismus. 

Von 

B. L. IsHutschenko nnd A. M. Wackenhut. 

Mit 6 Toxtabbildungen. 

(Emgegawjvn am 9. Febrnar 1934.) 

Dor von //. li. llvtcJnnuo^i imd J . Clagffm^ iinter deni Narnen Spiro- 
chaeta cgtophaga bosc*hrio})one aerobe ^'olliilosezersetzer hat die Aufnierk- 
sainkeit einer Jleihe von Forschern anf sioh gelenkt. Kinige Forscher halien 
'^ieli anf Angaben iibor seine weite Verlireitnng in der Natur besehrankt, 
aiideio den Fntwieklungszyklus dieses interessanten Mikroorganismiis 
nntersueht. 

Die Untersnelmngeii Winogrudakgs (1929H zeiehneii sich nicht iiiir 
dureh vorziiglieh ausgearlieitete Methodik der Zacht des Hntch insonnohen 
Mikroorganisinus in Knltnren aus, sondern erweitern nnsere Kenntnisse 

die Mannigfaltigkeit der zu dieser (b*u])])e gehorenden Mikroorganismen. 
liber ilirt' ])hysiologisehen ujk] biooheinisclien Figc nthTnlielikeiteii inn ein 
Hedeutendes. W inogradfik g hai in seiner aiisgezeiehneten Arbeit eine Reihe 
der wi'sentliehsten Fragen behandelt, die anf die (Vlliilosezersetznng diireh 
aerolie Organisrneii Ik'zng lialien. Indein Whiogradskg (Jie Kntwi(*klnng 
der Sp. cgtophaga nntersnehte, kain er zu deni Kigelinis, dafi die von 
Hiftchifitsoff besehriebcuien kokkenartigen ^2ellen (Sjioroide) nicht zu dein 
Kntwicklniigszyklns dieses Organismus gehoren, wie di(‘ Antoren glaubten. 
sondern einen fuanden kokkenartigen Organismus (Jarstelleii. 

Da Hatchinsoiis Mikroorganismiis nacli seiner K6r])erform nicht zur 
(Jatfnng Spirovhaeta gestellt windeii kann hat W i’oogradskg einen anderen 
Namen fiir ihn vorgescJilagen : Cgtophaga Iiufchnisofn\ was als dnrchaus 
bereclitig^ anznsehen isl. — Spater gelangte H. Krzemieniemska (1930)” 
zu dein Sclilnl3, dal3 der Fntwicklungszyklus von Sp. cgtophaga Hulchiiisov 
aus zwei Formen best eh t, nnd daO die in den Knltnren znsammen mit 
Stabchen vorkommenden J\okken keineswegs ein fremder Organismus 
sind, sondern zu dem Fntwicklungszyklus der Spirochaeta gehoren, sowie 
endlich, dah Sp. cgtophaga nach ihrein Fntwicklungszyklus der (rattung 
Mgxocorcus der M gxobactcriaceae nahesteht. 

Die J<]rgebnisse Krzc^aicniewMkas sowie anderer Antoren, welche dem 
Mikroorganisinus Hutch insonn Beachtung geschenkt haben (II, Bokor^ 
A. Katiihiff and J\ E. Shaola) wurdeii von Wmogradskg* in einem kritischen 
Aufsatz liesprochen, worin der Ant or sich init der Ansicht Krzemieniewskas 
iibor die JZugehdrigkeit der kokkenartigen Formen ziim 2.\ klus der Cgto^ 

^ H, Br. Hutch insou u. J.CJagton, ,1. Agr. ISc. 9, H3, 1918/19. — 
^ S, Winogradsky, Ann. Inst. Pasteur 43, 549, 1929. — - ” if. Krzemieniewskn, 
Act. Soc. Bot. Polon. 7, 507, 1930. — * S. Winogradsky, Bull. Inst. 
Pasteur 80, 1, 1932. 
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phaga nicht eiiiverstanden erklart. Diesor Umstand veranlaBte H, Krze^ 
mieniewska, in einein neuen Anfsatz (1933)^ die Krage iiber den immer 
ratselhafter werdenden Organismus weiter zii vertiefen. Der An tor auBert 
sich mit Bef^timmthoit in dem Sinno, daB der OrganismuM, wolchen Wmo- 
gradshy fur Spirochaeta cytophaga Hutch, et Clagt. hielt und in Cytophaga 
Hutchimoni (Hutch, ot Clayt.) Winogr. umbonannto, in Wirklichkeit einon 
anderen, selb^tandigen Organismus darstellt, mit anderen Worten, daB 
Sp. cytophaga Hutch, und Cyt. Hutchinsonl Winoqr.. trotz ihrer Ahnlioh- 
keit im Stabohenstadium, zwei verschiedene Organismt'ii sind. Da 
aber der Entwicklungszyklus von Sp. cytophaga dem Kyklus von MyjiO- 
coccus ahnlich ist, worauf dor Autor bereits im vorhergehenden Artikel 
hingewiesen hat, besteht er darauf, daB dem Organismus Hutchinson^ 
der von ihm vorgesehlagene Name Cytophaga myjLococcokles anzueignen sei. 
Naturlich kommt es hier nicht auf den Namen an, sondern darauf, daB 
die .,Microcysten“, wie Krzemieniewska das kokkenartige Stadium der 
Spirochaeta nennt, welches von Hutchinson (ob treffend Oder nicht, ist eino 
andere Frage) als „s])oroid“ bezeichnet wurde, zu dem Entwicklung-.- 
zyklus Sp. cytophaga — Cgi. myxococcoides (Hatch, et Clayt.) Krzvm. gc^horen. 

Hippcl und Flehming (1933)^ niachcn ihrerseits in oinem Aufsatz, 
der kurz Vor der soeb^m erwahnten Arbeit von Krzctaitniewska erschien, 
einige Angaben dariiber, daB das stabehenformige und das kokkenartige 
Stadium tatsachlich dem Entwicklungszykius ein und desseibcn Organismus 
angehoren. Indem die Autoren sich Krzemieniewska hinsichtlich der Ahn- 
lichkoit des untersuchton Organismus ((Cytophaga) mit M yxococcas an- 
schlieBen, schlagen sic den Namen Itersonia ierruginea voi*, da van Iterson 
bereits 1904 einen ganz analogen Organismus beschrit^ben luit. der Cellulose 
unter aeroben Bedingungon zersetzt. 

Alls diesor kurzen t^bersicht. welche nui die weseiitlichsten Unter- 
suchungen erwahnt, die in der alleiletzten Zeit Veroffentliclit wurden, 
kann ersehen werdeu, wie weit dici Frago noch von dei’ volJ igen Klarung 
entfernt ist. Es steht zweifellos noch viel Arbeit an der Methodik bevor, 
damit die Moglichkeit erreicht wird, den vollen Entwicklungszykius des 
Organismus an eint'r jZelle einwandfrei zu verfolgen. 

Unsere Aufmerksamkeit wurde auf den untiT aeroben Verhalt- 
nissen Cellulose zersetzenden Organismus schon im Jahre 1926 gelenkt, 
und wir haben 1926 bis 1927 unsere Beobachtungen iiber siune Ent- 
wicklung unentwegt nachgepriift. Die erzielten Ergebiiisse fiihrt(*n 
uns schon damals zu dem bestimmten SchluB, daB der Entwicklungs- 
zykius des Organismus, welcher uns vorlag, und den wir fur identisch 
mit dem von Hutchinson und Clayton beschrieb(*nen halten, sowohl 
Stabchen als auch kokkenartige Formen (— Sporoid Hutchinsom) 
umfaBt. 

Diese Erg^bnisae wurden von uns K*hon damals einer ganzeii Roihe 
unsfter russisoihen Kollegen mitgeteilt. llnsere Beobachtungen ^\urden 
dargelogt und am 20. April 1932 dem ,.Archiv dor biologischen Wissen- 
schaften“ zum Abdruck iibergebon, als die obon erwahnten Arbeit en von 

^ H. Krzemieniewska, diese Zeitsebr. 4, 394, 1933. - A. Jiippel 

u. T.Flehniing, Arch. f. M^ikrobiol. 4, 229, 1933. 
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H. Krznnieniewftka und Winogradsky in Leningrad noch nieht oingetroffon 
war(*n, und wir zu jener Zeit blofi die Untersuchungon von W inogradsky 
(1929) vor uns batten. Wir hoffen, daB diesor kleinc Nachweis, der nur eine 
gewisRe historischo Bedeutung hat, nieht den Ansehein orwoeken kann, 
daB wir irgendwelche Prioritatsreehte anstreben; dicfic Absicht liegt uns 
ff'in! Ihisor in russiHohor Sprache veroffontlichtcr Aufsatz* ist \nelen nieht 
zuganglieh, und auBerdem diirfton die beigefiigton Al)bildungen den Leser 
in ver* ehieden(3i‘ Hinsieht nieht befriedigen und die Naehprufung unserer 
Beo})aehtungen orsehweren. ImJorn wir jotzt die Ergebnisse der l^nter- 
Hiiehungen verfiffentliehen, nehmen wir im Vergloieh zum russischen Text 
keine Verand(3rungen vor und lasson nur das wenigor Wesentliche fort. 

Als Material fiir unsere ersten Untersuehungcii diente urspriinglich 
eiii im Jahre 1925 von Issatschenko dem See Berdjanskoe entnommenej- 
HcMlschlamm. Bei tTntersuehung der Celhilosezersetzung in Salzseen 
muBten wir Impfungtui niit schwarzem Sehlamm auf Van Itersons 
Nahrboden fiir aerobe Bakterien mit Zusatz von NaCl in verschiedcnen 
Koiizentrationen ausfiihren. In einem d(‘r Kolbehen, in welches nur 
2^,, NaC'l^ hinzugefiigt worden war, verlief die Z(Tsetzung der Cellulose 
(iMltri(Tpapier) b(*sonders raseh: dieses Kolbchen diente fiir die weit<wn 
Beobacht ungen. 

Wir kounen nieht mit Bestimmtheit behaupten, ob d(‘r aus dem 
See B(*Tdjansko(‘ isoli(‘rte Organismus tatsachlieh ein Bewohner dieses 
Sets ist od(‘r zufallig vom Vfer aus in den aus dem See entnommenen 
Selilamm gtdangt war, da die Proben unweit des lifers genommen 
wurden: ab(‘r in diesem Falle ist das nieht so wiehtig. AuBer dem 
Matt'rial aus dem Set* vtTwandten wir spater zwt'cks Erforschung der 
Entwieklung die.s(‘s t'igt'uartigtui Organismus Probtm verschiedener 
Bodtui d(‘r ITmgegend von Lt'ningrad. 

l)i(* C('lliilos(»z('rs(*tzung verlief raseh, und aus dt^m ztTsetzten 
Biltrier])apier konnttui mehrere Eormen isoliert wt'idt'n, dit' sich von- 
(‘inander dureh das von ihnen gt'bildt^te Pigment untersehieden. Unsert* 
Aufm<uksamkeit wuidt' auf die Form gtdenkt, die gelbes Pigment 
biJd('t(‘, in der Farbung an Eidotter erinnernd. Mit Hilfe verschiedener 
Tt'iIungsm(‘thod(‘n: Temperatur, Verdiinnung und Impfung auf Agar 
mit Cellulose naeh Scales oder auf Kiesel])latteh('n mit Filtrierpapier 
naeh der Methode Winogradsky 8 erhielttui wir, wie wir glauben, eine 
Keinkultur des Organismus. 

Auf Agai* naeh Scales ersehituien Aufht'llungszonen, in dtuien 
jedoeh keiiu* Kolonitui zu bemerken waren: betrachtet man aber ein 

' H. Issatschinko u. A. Wavkenhnl^ Einige Beobachtungen iiber don 
Ent wioklungszyklus oines die ( ollulose zerstdzenden Organismus. Archives 
d. So. l)iol()gif|uos. XXXI I, 484, 1932. -- ^ Sj)ater wmrden zu dem von 
Hutchinson vorgeschlagenon Medium nur Spuren von NaCl hinzugefiigt, 
was auf die Entwieklung des Organismus keinen EinfluB hatto. 
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Stuck Agar aus dieser Zone iintor deni Mikroskop, so kann man sich 
leicht uberzeugen, daB sich darin cine Mengc spirillenartiger Zellen 
und derjenigen ratselhaften Sporoide bcfindet, die von Hutchinsoji 
beschricben und abgebildet wurden. Es ist wohl nicht ndtig zu erwahnen, 
daB wir diese Sporoide zuerst fur einen frcmden Organismus hielten, 
der zufallig in die Kultur dea spirillenartigen Organismus g(‘langt war ; 
langc Zeit bemuhten wir uns, die Kultur von diesen OebiJdcui zu be- 
freien, bis eim' Reihe von Beobaehtungen und Oegenii be rstell ungen 
uns nach und nach bewog, diese Ansicht aufzugoben, und vielfacli 
wiederholte Beobaehtungen an der Entwicklung des Organismus im 
hangenden Tropfen uns zur t^berzeugung braehten, daB die Sporoide 
augenscheinlieh tatsachlieh zu dem Entwicklungszyklus unser(‘s 
Organismus gehoren, der nach alien seinen Merkmalen mit Spiro- 
chaeta cyfophaga Hutchinson et Clayton^ der Cytophaga Winogradsky'^, 
durchaus identisch ist. Bc^kanntlieh haben englische Forseher bei 
Spirochacta das Auftreten von Kdinehen beobachti't, die von ihneii 
als mit der Kernsubstanz (nuclear substance) identisch angesehen 

weid(‘n, fern(‘r eine Auftrei- 
bung d(‘r Zc'IIen und Bildung 
runder oder leicht ovaler For- 
men, w(‘l(‘h(' nichts anderes 
sind als Sf)or()id(‘; (liesc‘ 
bilden von neuiem sj)irill(‘n- 
artig(' Zellen. Alle unse'rc* 
Beol)achtiing(‘n bestatig(‘ii iin 
allgemeim'ii alles, was Hut- 
chinson und ('layto7i hooh- 
achtet haben, und geben 
gl(‘ichz(dtig ein klaies Bild 
der Entwicklung der ('ige^n- 
artigen ,,Spi rochmta “ - f ^yto- 
phaga. 

In iVobi(Tglasch(ui mit 
Filtrierpapier auf Hutchin- 
son^ Substrat trat (due me'i k- 
licho Entwicklung der Sjnro- 
chaeta schon nach 24 bis 
36 Stunden ein. Zweeks Beobachtung der ersten Entwicklungs- 
stadien des Organismus nahmen wir 6 bis 8 Stunden vor Eintritt der 
merklichen Gelbfarbung des Papiers cinzelne* Papierfasern von der 
Stelle, die* sich an der Greuze des fliissigen Mediums befand. Dabei 
waren an dem Papier ausschlieBlich spirilkmartige Zellen, isolierte 
oder in Querteilung befindliche, wahrgenommen worden. Zu dieser 


7 



Abb, 1 

Schema Kutwiekliingszyklus von ()/tophaga. 
Kiklfiruiig im Text. 
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Z(*it si‘h(m die Zelk'n sehr kurz aiis, aber spater, mit dem Auftreten 
der (5(‘lbfarbung dos Papier«, werd('n ihro LangenmaBt' groBor [Abb. 1 
(1, 2), Abb. 2], nnd es orscheint cin sich intensiver farbender mittlerer 
T(‘il in ihnen (in Gestalt ein(\s mehr oder weniger langlichen Ein- 
sclilusses) ; wir idc ntifizieren ihn mit der ,,Chiomatinsubstanz“ Hut- 



Abb. 2. 

24stuiidi{?o Kiiltur. 


Abb. H. 

4Sstiindipc‘ Kiillui. 

(’bronialinsubsianz im Sladiuni dci Tciliinjr. 


chinmm |Abb, 1 (3)| (Farbung mit p]i ythro.sin, ('arb()lfu(‘lisin ii. a.). 
Naeli w(‘iter(n 0 bis S Stunden waehst die Zahl solcher Z(‘llen, und es 
sind g(‘(ju()lk‘n(' anzutredfen, deren Breite die Breite der mu’inalen 
ZelJen 2 bis 2‘ iib(‘rlrifft. 

J)er sich farbend(* niittk'n' Teil 
v(‘rkurzt sieh dabei gk'iehsam, all- 
inahlieli (‘iiie ovale und dann 
kug(‘Iig(‘ Form annehmend [Abb. 1 
(4)]. Naeh weiter(‘n 0 Stunden 
sind Z(*llen zu seheii, in deiien der 
EinsebluB die ,,(4n()matinsul)“ 
stall/" Hutchinsom — selion vei- 
sehiedeiK' Stadien der Teilung 
(lurch (‘iiK' Einschiiiirung zeigt 
(Abb. 1 (o, ()), Abb. 3, 4]: es kom- 
m( n auch geteilte Zelkui vor mit 
(k‘n auf si(' c ntfallend(‘n Teilchen des ,, Chroma tins", die sieh bei schwach 
gefarbtem Kbrper des Organismus gut farben. Es fallt auf, daB (k'r 
dem ,,chromatintragenden*‘ Ende eiitgegengc^setzte Zellkorper gleichsain 
verschwimmt oder aufgtddst ist. Allmahlich rundet der iibrig gebliebeiit' 
'iV‘il der Z('lk' sich um den (Jhromatinkorpor herum ab, so daB schlieBlich 
(4n rundlicher Koiper, der ,,8poroid*\ entsteht. In seinom InncTii 
ist anfangs noch ein ,,(/hromatinkorperchen" zu sehen [Abb. 1 (7)], 
s])ater aber gewinnt mit seinem Verschwinden der gauze Korpea' des 



• \ 
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Abb 4 

r)4stunilif?o Kiiltur. 
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jjSporoida^ eine^ homogenc Struktur, dutch sein ganzes Aussehen 
an cinen sich gut farbtndcn Kokkus erinncnid [Abb. 1 (8), Abb. 5]. 
Eine 3 mal 24 Stunden alte Kultur enthalt cine Mengc Sporoidc und 
unverandert gebliebenc spirillenartige Zellen. Diese ubriggebliebenen 
spiriJlenaitigen (,,st(Tilen“) ZelJen erJoiden spatcr eine Autolyse, die 
darin besteht, daB ihr Inhalt in einzelne, schwer farbbare Konichen 
zerfallt, zwischen denen sich eine fast gar nicht farbbare Masse 
(,,Schl('ini“) befindet. 8 bis 9 Tage alte Kulturen enthalten keine 
S])iiillen mehr, sondern nur S])oroide und formlosen Schleim (Abb. b). 

Vm das Schicksal der ,,Spoioide“ zu vtTfolgen, win den solchc' 
Probierglaskulturen gewahit, die enoime Mengen von ,,Sporoiden“ 
in dem Stadium enthielten. wo sie das Aussehen vollstandig i under, 
gut umschriebencr, homogener, sich gleichmaBig farbender Kdrpc'r 



Abb. 5 Abb. b. 

.,Sporoi(loii‘‘ an Pinor KiItiKMpapieifasor. Autohsr ^sterilrr** spfnllpiiartiKPr Zellen. 

Untor ganz ausjfobildeteii siiul auch ]unge 
mit (leiitlicher Struktur zu sebon. 

haben. Aiis den Ih obierglasehc n mit solcluui Kulturen wurdc* 
mit der groBten Vorsicht die Nahrfliissigkcut abgegossen, wahnuid 
die Stiicke des Papiers (das sich im Niveau der Flussigkeit geteilt hatt(‘) 
mit Hilfe ciner Platinnadel an den Wanden des Glases in ihr(T fruheren 
Lage festgehalten wurden. Danach wuide das Probierglas bis zur 
fruheren Hdhe mit frischer Nahrfliissigkeit g(*fullt und im Thermostat 
untergebracht. Nach 8 bis 10 Stunden konnte in Praparaten aus 
solchen Kulturen eine bedeutende Mengc von S])oroiden beobachtet 
werden, die aber schon weniger leiebt farbbar waren; in ihnen war, 
n&her zur Peripherie, das Auftreten je eines deutlich ausg(*pi agten 
Kinges zu bemerken. Manchmal lagen jedoch diese Hinge naher zum 
zentralem Teil des ,,Sporoids“ [Abb. 1 (9)]. 

Noch spater, nach 12 Stunden, wuchs die Zahl der ,,Spoi()ide“ 
mit einem Ring im Inner n, stark an, wahrend die Zahl der homogenen 
Zellen unbedeutend wurde. Die Ringe in den ,,Sporoiden*‘ traten 
zu dieser Zeit schon ganz deutlich heivor; ihr Durchmesser erschion 
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vergroBert [Abb. 1 (10)] imd wuchs weiter, wahrcnd der Korper des 
,,Sporoids“ immer schicchter farbbar wurde. 

26 bis 30 Stunden nach Ersatz der alien Nahrfliissigkeit durch 
frische war in den Piaparatc^n bereits eine groBe Menge ringformiger 
Zellen mit Cberrestc n foimlosen Schleimes an dcr auBeren und inneren 
Seite zii sehen [Abb. 1 (11, 12)]. Manche Ringe batten sich gleichsam 
vom Schleini befreit und batten das Ausseben deutlicb ausgepragter 
Kreise von 0,9 bis 1 // Durebmesser. In denselben Praparaten waren 
Ringe aiizutreffen, deren Peripherie an irgendeiner Stelle geplatzt 
war [Abb. 1 (13)]. Etwas spater waren in den Praparaten immei* 
baufiger Ringe mit auscunandergegangenen Enden vorhandim, die 
in maiieheii Fallen nicbt iiur auseinandergmgen, sondein aucb sicb 
umbogen, wobei ilin' Lange vergroBert ersehien [Abb. 1 (14)]. 36 Stunden 
spater wanui die Praparatc' mit einer groBen Zabl von Zellen angefiillt, 
welche die Form eines Hufeisens, Frageztuchens odc‘i‘ eines ganz auf- 
gerollti'ii Ring(‘s batten und spirillenaitige Zellen mit stumpfen Enden 
(larstellten. Diese sj)irillenartig(m Zellen battcui geringere J)imensioiu»n 
als diejenigc'ii, die sieb gewdbiilieh bei der urspriingliehen Impfung 
auf Paj)ier (mtwiekeln. 

In dic*s(‘r Form bkdbt die Kultur unvcTandert. Friscbe Nabr- 
fliissigkeit ist ndtig, damit weiteiv Veranderungtui beobaebtet werdtm 
kbnnen. Wenn also das beschiielwuie Matt'rial in frisebes Substrat 
gebraeht wird, kann ein sebnelles Sichauseinanderrollen der Zellen be- 
merkt werdiui; ibn* Dimensioneii nebmen bis zu der gewohnliclum GroBe 
dieses Oi-ganismus zu [Abb. 1 (1)]. Das Pajrier, auf welches iiber- 
geimpft wurde, nimmt nacb 6 bis S Stunden eine leicht gelbliehe Farlre 
an: ,,Sporoide“ sind an ibm gar nicbt zu sehen, sondern eine auBei- 
oi-d(*ntlich groBe Zabl s])iiillenartiger Zellen, d. b. die Kultur hat das 
gewdhnliche Ausseben friscber Impfungen. 

Bei Beobaehtuiig der ,,Sporoide“ im lebenden Zustand im liangc'iiden 
Tropbm kann ein Ring in ihnen ohne Farbung nicbt wahrgenommen 
w(Tden, und di(' unter dem Mikroskop bemerkbaren VcTanderungen 
bescbrank(‘n sicb auf Abnahmi' der Lichtbrechungsfabigkeit des Sporoids 
und d(‘r Klarluut st'iner Konturen. Aber in mancheii Fallen konnteu 
in dtui ,,Sporoid(ui“, wenn aucb mit Miihe, ringformige Gebilde erkannt 
werdcm, di(' das Licht etwas starker brecben als der iibrige Korper 
des ,,Sporoids“. Moglicberweise hangt das davon ab, welcbe Stellung 
d(u- ,,Sporoid“ im Pi-aparat in bezug auf den Beobacbter einnimmt. 
In den Fallen, wo der innere Ring bemerkbar war, wurde os klar, daB 
ein Auseinanden-eiBen des Ringes und ein Hervortreten eines oder, 
seltener, beider frei g('wordener Enden aus dem Schleim stattfindet. 
Wenn dagegcn im lebenden ,,Sporoid“ kein Ring zu sehen war, entstand 
der Eindruck, daB aus dem ,,Sj)oroid“ irgendein Auswuchs hervor- 
tritt, oder daB die Hiille des ,,Sporoids“ sich vom Inhalt lost. 
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Beobachtungen an spirillonartigen Zellen im hangonden Tropfen 
zeigten, daB zu gewissen Zeiten die Spirillen sich allmahlicii vordicken, 
weniger sichtbar werden und in der Breite auf das 2 bis 3 f ache zunohmen, 
wahrend der mittlere Teil einer solchen Zelle sich vert^ngt, eine Kin- 
schniirung bildet, so daB die Zelle in zwei anfangs ovale, spater sich 
abrundende Kdrper zerfallt: die „Sporoiden“. Dio in gefarbten 
Praparaten gut siehtbare Chromatinsubstanz bleibt hier unsichtbar. 
Umgekehrt zeigten in einer feuchten Kammer untergebrachte ,,Sporoid(‘“ 
deutlich das Bild der sich streckenden, in schleimartige Substanz 
gebetteten ringformigen Zellen und ihr Heraustreten aus d(*m all- 
mahlich verschwindenden Schleim als spirillenartigt' Zellen. 

Auf diese Weise konnte eine gewisse Vorstellung von d(‘r Ent- 
wicklung des interessanten Orgaiiismus gewonnen werden, indem von 
Beobachtungen im hangenden Tropfen zu Beobachtungen in Prol)ier- 
glaschtm unter Erneuerung der Nahrfliissigkeit iibergegangen wurde. 
Es gelingt nicht, allc t^bergangsstadien von der urspriinglichen spirilhui- 
artigen Zelle zum Sporoid und dann wieder von diestun zur spirillen- 
artigcm Zelle an I'iner Zelle im hangenden Tro])fen zu verfolgen, wi(‘ 
iiberhaupt Beobachtungen der Entwicklung von Organismen mit 
etwas komplizierterem Zyklus, fur dessen Vollendung Veranderungcm 
im umgebenden Medium erforderlich sind, nicht immer g(‘ling(‘n. 

Zusammenfassung, 

1, IXt von uns uiitersuchte Organismus ist mit Sp. rytophagn 
Hutchinson und Clayton identisch. — 2. Der Entwicklungszyklus 
umfaBt ein stabclumformiges Stadium und (*im' daraus eiitstelu'iuh^ 
Form, die das Aussehen eines Kokken hat (— Sporoid Hnichimon^). — 
3. Die kokkenartige Form (= Sporoid) stellt einen Kcirper von schl(‘i- 
miger Konsisttmz dar, die sich unter der Einwirkung von Sodaldsung 
veiandert. — 4. In frischer Nahrlosung kommen aus di‘n schl(‘imigen, 
kokkenai tigen Zellen stabchenartige Formen hervor, die analog sind 
den Formen, die in den erskm Tagon der Entwicklung d(‘S Organismus 
bi^obaohtet werden. — 5. All(' Entwicklungsstadicm dieses Organismus 
lassen sich durch Kombination von Beobachtung(m in Probierglasern 
auf Filtrierpapier mit Beobachtungen im hangcmden Tropfen auf 
Filtrierpapierfasem verfolgen. — 6. Dieser Organismus ist sehr weit 
verbreitet, indem er sowohl in verschiedenen Bodenarten und in Salz- 
seen der gemaBigten Zone als auch im arktischen Gebiet vorkommt, 
wo er von uns auf Franz- Joseph-Land, Nowaja Zemlja, Severnaja 
Zemlja uAd im Wasser des Barentsmeeres gefunden wurde. — 7. Wir 
behalten fiir ihn den von Winogradsky gegebenen Namen bei: Cytophaga 
HtUchinsoni, da keine Griinde vorliegen, seine Identitat mit Spiro- 
chaeta anzunehmen. 



(Aus dem Bioohemischen Institut der Technischen Hochschule Graz.) 

Uber die Blldung Ton Llpoiden durch Bakterien. 

I. Mitteilung: 

Die OesamtfettbildunjBr von Bacillus prodigiosus auf festen NUhrmedien. 

Von 

G. Gorbach und A. Sablatnog. 

Mit 3 Textabbildungeii. 

(Eingegangen am 10. Fehruar 1934.) 

Die lebende Zelle enthalt immer Stoffe, welch© sich durch ihre Loslich* 
keit in organischen Losungsmitteln wie Ather, Chloroform, Alkohol, Aceton 
und Benzol auszeichnen. Man hat diese Stoffgruppe nach Overton^ unter 
dem Kamen „Lipoide“ zusammengefa&t. Da nur die Loslichkeit zu dieser 
Begriffsbestimmung herajigezogen wird, ist natiirlich die Stoffgruppe nicht 
einheitlich. Sie enthalt neben echten Fetten und Fettsauren hochmolekulare 
Alkohole, Wachse, Farbstoffe, stickstoff- und phosphorhaltige Produkto. 
Die chemisch© Konst itut ion und die Bed©utung dieser Stoffe fiir die lebende 
Zelle aufzuklaren, war das Ziel zahlraich©r Untersuchungen. Danach 
haben die Lipoide neben der Aufgabe, als Kahrungs- und Reservestoffe 
zu dienen, eine Reiho wichtiger Funktionen im Stoffwechsel des Organismus 
zu erfiillen, welche sie ganz allgemein als Stoflwechaelregulatoren charak- 
terisieren*. Die qualitative und quantitative Zusammensetzung der Lipoide 
unterliegt groBen Schwankungen; sie werden durch die Eigenart der Zell© 
einerseits und durch die Ernahrung andererseits bedingt. Wahrend die 
wissenschaftliche Erforschung der Lipoide h6h©r organisierter Lebewesen 
seit langem auf breitester Basis eingesetzt hat, sind solche Untersuchungen 
an Mikroorganismen nur in Einzelfallen ausgefuhrt worden. Die zu starker 
Verfettung neigende Hefc und einzelne an Lipoiden reich© Hakterien-AJften 
sind in dieser Hinsicht noch am besten untersucht. Die meisten Arbeiten 
mit Bakterien unterrichten iiber die Zusammensetzung der Lipoide*, 
wahrend es an eingehenden Untersuchungen iiber den EinfluB der Er- 
nahrungsbedingungen auf die Lipoidbildung mangelt. Erwfihnenswert 
sind in diesem Zusammenhang die Arbeiten von E. Terroine und 1. Lob- 
welche den EinfluB der Kolilenhydrate bei Tuberkelhazillen unter- 
sucht en, und jene von E. Echstein und M. Soule^y die sich mit dem von 
l-Cystin und d-Alanin bei Bac, coli beschaftigten. 

Bei der Bedeutung der Lipoide fiir den gesamten Stoffwechsel 
scheint es angebracht, eingehende Untersuchungen iiber die Lipoid- 
bildung bei Bakterien anzustellen. Wir haben daher mit systematischen 

^ E. Overton, Studien iiber die Narkose. Jena, G. Fischer* 1901. — 
* W. Halden, Fettchemisch© Umschau 40, 189, 1933. — * E. Chargaff, 
Katurwiss. 19, 202, 1931* mit eingehenden Literaturangaben. — ^ E. Terroine 
u. i. Lobatein, Bull. soc. chim. bioL 6, 182, 1923. — * H, Eckstein u. 
M. Soule, J. of biol. Chem. 91, 395,* 1931. 
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Versuchen in dieser Bichtung begozmen und w&hlten hierzu einan 
farblos wachsenden Stamm des Bdc. prodigiosvs, der uns aus dem 
Hygienischen Institut der Universitat Innsbruck zur Verfiigung stand. 
Die Farblosigkeit war uns insofem erwiinscht, als wir dadurch in die 
Lage kamen, die farblosen Lipoide dieser Bakterienart zu studieren, 
ohne dabei durch das Vorhandensein des gef&rbten Lipoids 
digiosin'* nennenswert gestort zu werden. t^r die Farbstoffbildung 
des Bakteriums hat der eine von uns schon fruher systematische Unter- 
suchungen ausgefuhrt^. Abgesehen von der mangelnden Farbstoff- 
bildung zeigte unser Stamm das bei Lehmann- Neumann^ beschriebene 
Verhalten. 

Die Notwendigkeit, Serienversuche zu machen, veranlaflte uns, 
eine mikrochemische Extraktionsmethode auszuarbeiten^, da die 
bekannten makrochemischen Arbeitsmethoden viel Bakterienmatorial 
erfordem, welches nur unter grofiem Zeit- und Geldaufwand zu erhalten 
ist. Zum vollstandigen AufschluB der Bakterienzelle verwendeten 
wir die Autolyse mit Toluol. Durch Konstruktion einer quantitativen 
Extraktionsapparatur gelang es, bereits mit wenigen Milligrammen des 
Bakterienmaterials einwandfreie Gesamtfettbestimmungcn auszuftihren. 

Methodik der Zuehtyerguohe. 

Die Wassorstoffionenkonzentration bestimmten wir kolorimetrisch 
nach der Methode von Michaelis* fur gefarbte und getriibte Fliissigkeiten. 
Die Einstellung des pn-Wertes erreichten wir durch Zugabe eines ent- 
sprecbenden Phosphatpuffergeraisches nach S, F. L, Sorensen Oder durch 
verdiinnte Salzs^ure bzw. Natronlauge, Zur Zucht verwendeten wir 
naturliche und synthetische Nahrsubstrate. Jene bestanden aus Pferde- 
fleischextrakt (1kg Fleisch 4- 2 Liter Wasser) mit einem Zusatz von 
0,6 % Pepton (siccum Witte, Rostock), 1 % Glycerin und 1 % Kochsalz. 
Fiir diagnostische Zwecke imd zur Weiterfiihrung des Bakterienstammes 
wurden 10 % Gelatine (Marke Gold) bzw. 2 % ausgefaulter Agar zugegeben, 
im Dampfschrank gelOst, dann neutralisiert und in der ublichen Weise mit 
EiweiB geklUrt. Als Grundlage fiir die synthetischen Kahrmedien diente 
eine mineralische Nahrldsung*, welche im Liter enthielt: 


12 ccm . . 

. . . 0,6 mol. MgS 04 . 7H,0 

12 

. . . 0,6 „ NaQ 

40 ,, • • • 

. . . 0,6 „ KH,PO« 

80 ,, • • • 

. . . 0,6 „ K,HP« 

0,6 ,, • * • 

. . . 0,1 „ CaG, 


Summe: 144,5 ccm 

Durch Zugabe von prim&rem imd sekunddrem Phosphat hatte die 
NdhrlOsung automatisch den PH-Wert T,0, Sie wurde mit destilliertem 

^ G. Oorbach, Centralbl. f. Bakt. II, 79, 33, 1929. — • “ Lehmann-Neu- 
mmn 2, 458, Miinohen 1927. — * G. Oot^oh, Mikrochem. 12, 162, 1932. — 
« L, Michatlis, Abderhaldens Handb., Teil A, H. 3, 8. 487, 1923. — 
* Q.Qorbach, Arch. f. Mikrpbiol. 1, 545, 1931. 
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WaBser auf 400 com erg&nzt, so da3 zur AuflOsung der entsprechenden 
Stiekstoff- und Kohlenstoffquellen imd zur eventuellen Einstellung das 
PH-Wertes noob 600 ccm verblieben. Fiir die Lipoidversuche auf fasten 
2f&htsubstraten wurden die angegebenen Ldsungen mit 6% ausgefaultem 
Agar versetzt. Die festen Unterlagen erlaubten eine reinliche Scheidung 
von Bakterienmaterial und Nahrmedium. Auf eine EJfirung solcher Kahr- 
bOden mit EiweiB wurde verzichtet, da sich so hocbviskdse LOsxmgen nicht 
gut filtrieren lassen imd klare Nahrmedien fiir unsere Versuche nicht not- 
wendig waren. 

Fiir die Zuchtversuohe auf festen Najirsubstraten verwendeten wir 
Koch sohe Kulturschalen mit einem Durchmesser von etwa 22 bis 25 cm, 
die wir nach Sterilisation im Trockenschrank bei 160® mit dem sterilen 
Kahrboden etwa 1 cm hoch beschickten. Zu den Versuchen mit Nahr- 
lOsungen dienten Erlenmeyer -Kolhen von 200 ccm Inhalt. Sie wurden 
ebenfalls sterilisiert und mit 160 ccm steriler KahrlOsung gefiillt. Zur 
gleichmaOigen Beimpfung der festen Nahrmedien wurde eine 24 St unden 
alte Agarkultur in physiologischer KochsalzlOsung auf geschwemmt ; von 
dieser Bakteriensuspension wurden 2 bis 4 ccm (je nach der GrCfie der 
Schale) auf die sterile Nahi’bodenfiache gegossen und durch leichtes Schwen- 
ken der Schale auf der ganzen Fiache gleichmaBig verteilt. Auch zur Be- 
impfung der Nahrlbsungen benutzten wir solche Aufschwenunimgen, um 
bei Serienversuchen mOglichst gleichviel Bakterienkeime zu verimpfen. 
Nur lieOen wir sie in diesen Fallen Stunde stehen, damit sich immerhin 
vorhandene grOBere Bakterienverklumpimgen niederschlagen konnten. 
Erst dann senkten wir eine stets gleichbleibende Platinbse stets gleich tief 
ein imd impften damit. 

Oewlnnung und Yorbereitung des Bakterienmaterials. 

Von den Agamahrbbden konnte das Bakterienmaterial durch einfaches 
Abziehen mittels eines breiten Spachtels gewonnen werden. Aus Nahr- 
losimgen lieB es sich am besten durch Zentrifugieren erhalten. Um Reste 
der NahrlOsung zu entfernen, wuschen wir die auszentrifugierte Bakterien- 
masse mit Wasser, Dem feuchten Bakterienmaterial setzten wir einige 
Tropfen Toluol zu imd uberlieBen das Ganze einer 24stundigen Autolyse 
bei Zimmertemperatur. Die autolysierte Bakterienmasse trockneton wir 
im Vakuum und zerrieben sie in oinem geoigneten kleinen Stahlmdrser 
bis zur Staubfeinheit. Wie die mikroskopische Untersuchung erwies, 
wm'den dadurch skmtliche Bakterienzollen zerdriickt. Nach einer weiteren 
Trocknung im Vakuum wurde das Material ausgewogen und mit Ather 
extrahiert. Im iibrigen sei auf die bereits zitierte Mitteilung^ verwiesen. 

Yersuchsreihen. 

/. Einflufi der Zuchttemperatur auf die LipoidbUdung, Wir be- 
impften eine Beihe Fleischagam&hrboden und lieBen sie im Thermo- 
Staten bei 20® stehen. Schon nach dreitagiger Zucht bildeten sich gut 
sichtbare Bakterienrasen, deren Schichtdicke innerhalb von 14Tagon 
st&ndig zunahm. Nach dieser Zeit trockneten sie allm&hlich ein und 
wurden durchsoheinend. Nach bestimmten Tagen der Zucht ent- 


1 O. Oorbaoh, Mikrochem. 13, 162, 1032. 
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nahmen wir einen Teil des Bakterienmaterials und bestimmten den 
Lipoidgehalt. Die Ergebnisse sind au8 der graphischen Darstellung 
Abb. 1 zu entnehmen. Unter den gewahlten Versuchsbedingungen 
werden nur kleine Lipoidgehalte erzielt: nach achttagiger Zucht betr&gt 
er 0,64%. Die Werte andern sich kaum zwischen dem 8, und 21. Tage 
der Zucht, wenn man von den innerhalb der Fehlergronze liegenden 
Schwankungen absieht. Nach dem 21. Tage beobachtet man, wie 

Abb. 1 deutlich zeigt, eine stetige 
Abnahme der Lipoidmengen bis 
auf etwa ein Drittel des anfanglich 
festgestellten Lipoidgehalte am 
38. Tage. Bac. prodigiosua zeigt 
demnach ein vollig verschiedenes 
Verhalten im Vergleich zur Hefe, 
die bekanntlich unter ahnlichen 
Versuchsbedingungen mit steigen- 
dem Alter Verfettungserscheinun- 
gen aufweist. 

11. EinflvP der Wdsaerstoffioiienkonzentration. Dtm zu diesen 
Versuchen verwendeten Fleischagarboden erteilten wir durch Zugabe 
entsprechender Mengen Salzsaure bzw. Natronlauge wechselnd pH-Werte 
von 6,0 bis 8,0. Bac. prodigiosus entwickelte sich im gewahlten pH-Bereich 
bei 20® recht gut; schon nach wenigen Tagen beobachtete man gleich- 
mafiige Bakterienauflagerungen. Den Lipoidgehalt bestimmten wir 

nach 8, 18 und 28 Tagen> 
so daB neben der Be- 
deutung dor Wasserstoff- 
ionenkonzentration fur 
die Lipoidbildung auch 
die Wochselwirkung zwi- 
schen Nahrbodenreaktion 
und Zuchtdauer studiert 
werden konnte. Die Er- 
gebnisse diesor Versuchs- 
reihe sind in Abb. 2 
graphisch dargestellt. 
Ubereinstimmend mit den 
obigen Ergebnissen findet man nach 8 Tagen bei pn == 7,2 einen Lipoid- 
wert von 0,6 %, der nach langerer Zeit wieder abnimmt. Das Maximum 
der Lipoidbildung erzielt man nach 8 Tagen (Abb. 2, Kurve I) bei pn == 6,6 
mit 1,23%. Die Nahrbodenreaktion ist demnach fur die Lipoidbildung 
voiillpedeutung, da die bloBe Verschiebung vom neutralen ins schwach 
saure Oebiet eine Steigerung des Lipoidgehalts auf das Doppelte zur 
Polge hat. Wie der Verlauf der Kurve I (8 Tage) in Abb. 2 zeigt, sinkt 



Abb. 2. 

pyrAbhangIgkeit : I nach 8 Tagen, II nach 18 Tagen, 
111 nach 28 Tagen. 



Kinflufi der Zuchtdauer auf die Lipoid- 
bildung. 
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die Lipoidmenge zu beiden Seiten des maximalen Wertes bei pn 6,6 
allm&hlich ab, d. h. sowohl eine Erbohung wie eine Vermindertmg der 
Wasserstoffzahl bedingt eine Abnahme der Gesamtfettausbeute. Die 
niedrigsten Werte nach achtt&giger Zucht erhalt man bei pn — 7,2, 
w&hrend eine weitere Verminderung der Wasserstoffionenkonzentration 
auf ph = 8,2 wieder eine Steigening des Lipoidgebalts mit sicb bringt. 
Anders ist das Bild nach IStagiger Zucht (Abb. 2, Kurve II). Es fallt 
sofort auf, daB die Lipoidmenge dei auf sauren Nfi^hrboden (pn == 6,6 
und 6,0) gewachsenen Bakterien gesunken ist, wogegen sie bei an- 
nahernd neutraler (pa == 7,2) und alkalischer Reaktion (pn == 8,0) 
erhalten blieb. 


Nach 28 Tagen srnd die Werte durchwegs niedriger geworden 
(Abb. 2, Kurve III). Auffalligerweise liegt jetzt das Maximum bei 
annahemd neutraler Reaktion, welche friiher Minimalwerte an Lipoiden 
ergab. Der EinfluB des Alters macht sich bei saurer und alkalischer 
Reaktion bedeutond star- , 


ker bemerkbar als bei 2,0 — yr — 

neutraler, so daB die ein- 

mal gebildeten Lipoide in j ; 7 ^ \ 

den ersteren Fallen starker 7^ V 

aufgebraucht werden als / 

im letzteren und mithin m ^ / / \ 

nach 28 Tagen das Maxi- ^ 

mum bei pn ~ 7,2 in Er- 

scheinung tritt. Es be- 

o 1 .., 

steht also tatsachlich eine ' 

Wechselwirkungzwischen g ^ ^ ^ ^ 

Zuchtdauer und Nahr- s ? s 9 « a a 

bodenreaktion. 

III. EinfluB von »• 

Athykdkohol. NachUnter- m ^hne, iv mit Aikohoi, pn = 8™ 

suchungen von P. Lind- 

ner^ verfettet die Hefe bei Zufuhr von dampfformigem Athylalkohol 
sehr rasch, so daB die Zelle unter dem Mikroskop mit Fett erfiillt er- 
scheint. Es war daher von Interesse, zu untersuchen, ob BdC, prodigioaua 
durch ahnliche Versuchsbedingungen cbenfalls zu starkerer Lipoid- 
bildung veranlaBt werden kann. Den Fleischagamahrboden erteilten 
wir die fiir die Lipoidbildung giinstigen pn- Werte 6,6 und 8,0. Da der 
Athylalkohol ein Zellgift darstellt, ziichtoten wir zunachst 3 Tage bei 20®, 
bis sich gut sichtbare Bakterienauflagenmgen zeigten, und unterwarfen 
die Kulturen erst dann der Einwirkung alkoholischor DUmpfe. Diese 


Zuchh/auer n Tagen 

S 7 3 V 1Z 15 17 IS 31 35 35 

AlhMmenrkung n Tagen 

Abb. 8. 

Lipoidbildnng: I ohne, II mit Alkohol, Ph = M; 
III ohne, IV mit Alkohol, p^ = 8,0. 


^ P. Lindner, Wochenschr. f. Brauerei 88, 193, 1916; Zeitschr. f. teohn. 
Biol. 7, 68 u. 79, 1919; Zeitschr. f. angew. Chem. 85, 110, 1922,^ 
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Behaadlung setssten wir weitere 25 Tage fort und bestimmten fallw^ise 
den Gesamtfettgehalt. tTber den Verlauf der lipoidbildung mit und 
ohne Alkohol gibt das Schaubild (Abb. 3) AufschluB. Bin Vergleioh 
der zueinauder gehorigen Kurven (Kurve I und II : 2 >h = 6,6 ; Kurve lEf 
und IV : ph = 8,0) zeigt, daB anf&nglich unter dem EinfluB des Alkohols 
eine Hemmung der Lipoidbildung eintritt; die in dieser Versuchsreihe 
nach achtt&giger Zucht erhaltenen Werte liegen unter den bei normaler 
Zucbt gefundenen. Besonders deutlich ist diese Hemmung bei pn ~ 6,6. 
Nach langerer Alkoholeinwirkung hingegen steigen die Lipoidmengen 
an, und zwar nach 8 Tagen bei pn = 6,6 und 11 Tagen bei pn = 8,0, 
wahrend die Lipoidmenge bei normaler Zucht gleich bleibt bzw. ab- 
nimmt. Das Maximum wird bei pn = 6,6 nach 22, bei pH = 8,0 nach 
19 Tagen, gleichzeitig der absolute Hochstwert der Lipoidanreicherung 
durch Alkohol, erreicht. Von diesem Zeitpunkt an sinkt der Ldpoid- 
gehalt beim alkalischen Nahrboden rasch ab, wahrend er bei saurer 
Nahrbodenreaktion auch nach 25 Tagen der Alkoholeinwirkung noch 
ziemlich konstant ist. Setzt man den Hochstwert an Gesamtfett bei 
normaler Zucht glcich 100 %, so ergibt sich unter dem AlkoholeinfluB 
eine absolute Steigerung von etwa 40 % bei pn = 6,6 und 100 % bei 
Ph = 8,0. 

Nach diesen Ergebnissen kann man auch bei Bac. 'prodigioaris durch 
Alkohol eine Lipoidanreicherung hervorrufen, die jedoch von der Dauer 
der Einwirkung und von der Nahrbodenreaktion weitgehend abh&ngig 
ist. Sie ist gering im Vergleich zur Hefe, wolche unter donselben Ver- 
suchsbedingungen^ ein Vielfaches der normalen Lipoidmenge bildet. 

IV, Vergleich der Lipoidbildung in f eaten und fliiaaigen Ndhr- 
aubatraten, Fiir diese Versuchsreihe verwendeten wir Fleischbouillon 
und synthetische Nahrlosungen. Diese bestanden aus der minerali- 
schen Nahrlosung mit 0,1 % Pepton (sicc. e came Merck) als Stickstoff- 
und fallweise Glycerin, Dextrose oder Saccharose in m/20 Konzentration 
als besonderer Kohlenstoffquelle. Dio eine Halfte der Nahrmedien 
wurde als Losung verwendet, die andere durch Zusatz von 6% Agar 
in feste Form uborgefiihrt. Das Wachstum von Bac, prodigioaua war 
durchwegs sehr gut; schon am dritten Tage der Zucht bei 20® konnten 
wir deutlich sichtbare Triibungen bzw. Bakterienauflagerungen fest- 
stellen. Nach 12 Tagen bestimmten wir den Lipoidgehalt samtlicher 
Kulturen. Die Ergeb^sse sind in Tabelle I angefiihrt. Die prozentuellen 
Lipoidwerte zej|^, daB in Nahfflbaungen etwa zwei- bis viermal mehr 
Lipoide gebildet werden als auf festen Nahrmedien. Dabei ist es belang* 
los, ob natiirliche oder synthetische Nahrbdden Verwendung finden. 
Die L^idbildung ist aber stark von den gebotenen Nahrstoffen ab* 
h£ti!l{giigJ^(^n hochsten Lipoidgehalt weisen die Kulturen mit Glycerin 


W, Halden^ F, BUger u. R. Kunze, Naturwiss. 21, 660, 1933; 
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Taball^ I. 


Kllhrffabfltrat 

lipoldgehalt 

der Trookensttbstanz in o/o 


Nahrlbsnng 

Ntthrboden 

PleiaobbouiUon .... 

1,76 

0,60 

Mineraln&hrldsung 

C-QuellelS^y®®™- • • 

\ Dextrose . . 

1 Saccharose. . 

8,69 

2,86 

1,81 

0,72 

2,80 

0,70 


als Kohlenstoff quelle auf . In dieser Hinsicht weniger giinstig sind Gaben 
von DextSrose oder Saccharose an Stelle von Glycerin. 

In einer zweiten Mitteilung werden wir die Ergebnisse eingehender 
Untersuchungen bekanntgeben, welche bei Verwendung von Nahr- 
losungen natiirlicher und synthetischer Art erhalten worden sind. 

Zusammenfassung. 

Auf Grund unserer Versuche uber die Lipoidbildung eines farblos 
wachsenden Stammes von Bac. prodigioaus auf festen Nahrsubstraten 
kommen wir zu folgenden Ergebnissen: 

1. Nach achttagiger Zucht auf Fleischagar (pn = 7,0) erhalt man, 
auf das trockene Bakterienmaterial berechnet, einen durchschnittlichen 
Lix)oidgehalt von 0,6 %. Mit zunehmendem Alter der Kultur nimmt er 
allm&hlich ab. 

2. Das Maximum der Lipoidbildung wird bei schwach saurer Beak- 
tion des Nahrbodens (pn == 6,6) nach achttagiger Zucht erreicht. Es 
betragt 1,23%. 

3. Es besteht eine Wechselwirkung zwischen Nahrbodenreaktion 
und Alter der Kultur insofern, als bei neutraler Reaktion die Lipoid- 
menge annahernd konstant bleifot, wahrend sie bei alkalischer und 
saurer Reaktion mit hdherem Alter stark absinkt. 

4. Durch Einwirkung von Athylalkohol kann eine Lipoidanreiche- 
rung erzielt werden. Am hdchsten ist sie bei alkalischer Reaktion des 
N&hrbodens nach lOtagiger Alkoholeinwirkung. Die Steigerung betragt 
100% gegenxiber normal gewachsenen Kulturen. 

6. Ein Vergleich von festen und fliissigen Nahrmedien gleicher Art 
ergab, daB die erhaltene Lipoidmenge in fliissigen Nilhrsubstraten 
zwei- bis viermal hoher ist als auf festen. 

6. Die Lipoidbildung ist vom Nahrsubstrat weitgehend abh&ngig. 
Von den untersuchten Kohlenstoff quellen; Glycerin, Dextrose und 
Saccharose, in B 3 nithetischen Nahrmedien fester und fliissiger Art, er- 
gibt Glycerin die hdchsten Lipoidgehalte, 



{Am dem Bioohemischen Institut der Teohnischen Hoohschule Qraz.) 
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II. Mitteilung: 

Die Oesamtfettbildung Ton Bae* prodiglosag in NfthrldBnngen. 

Von 

G. GorMich und A. Sablatn5g. 

Mit 3 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 3, Mdrz 1934,) 

In der erston Mitteilung^ dieser Reibe haben wir den Lipoidstoff- 
wechsel eines farblos wachsenden Stammes von Bac. 'prodigioavs unter- 
sucht und sind unter anderem zu dem Ergebnis gelangt, dafl die in 
Nahrldsungen gewachsenen Bakterien etwa zwei- bis viermal mehr 
Gesamtfett enthalten als die auf Agarnahrboden gleicher Zusammen- 
setzung geziichteten. Anschlieflend an diese Untersuchungen werden 
nun die Ergebnisse einer Reihe von Versuchen mit fliissigen Nahr- 
medien mitgeteilt. Es wurden dabei hauptsachlich sjmthetische, in 
ihrer Zusammensetzung also bekannte Nahrldsungen vorwendet, da 
man nur auf diese Weise einen tieferen Einblick in den Bildungs- 
mechanismus der Lipoide gewinnen kann. 

Hinsichtlich der Versuchstechnik sei auf unsere erste Mitteilung ver- 
wiesen. Es finden sich dort eingehende Angaben uber die Zusammensetzung 
der Fleischbouillon und der mineralischen Nahrldsung, die den synthetischen 
Nahrmedien zugrunde liegt, Ergtozend ist naehzutragen, daB wir bei 
urseren Versuchen mit Nahrldsungen auch die VermehrungsgrdBe schatzten 
und in den Tabellen durch Kreuze symbolisierten. Die Zahl der Kreuze 
gibt die VermehrungsgrdBe wieder; Zoogloeenbildung deuteten wir durch 
ein an, 

Emflufi der ZuciUdauer. Wir verwendeten Fleischbouillon und synthe- 
tische Nahrldsungen. Diese bestanden aus der mineralischen Stcunmldsung 
mit 0,1% Pepton (sicc. e came Merck) und Glycerin bzw. Dextrose oder 
Saccharose in m/20 Konzentration als Kohlenstoff quelle. Die Reaktion 
der Nahrsubstrate war pH = 7,0. Nach 12- bzw. 34tagiger Zucht bei 20® 
zentrifugierten wir daa Bakterienmaterial ab und bestimmten den Lipoid- 
gehalt nach unserer Methode 

In Tabe^ I sind die Versuchsergebnisse niedergelegt. Uber- 
einstimmend**mit den Ergebnissen unserer friiheren Arbeit ist, auch in 
Nahrldsungen, mit hdherem Alter der Kultur eine Abnahme an Gesamt- 

4 O, Oorbach u. A, 8ablatndg^ diese Zeitschr. 5, 311, 1934. — * G. Oor- 
tecA, Mikroohem. 12, 162, '^1932. 
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fett zu verz^chnen. Diese Abnahme wax in alien xintersuchten Nahr* 
Idaungen featzustellen. Am starksten machte aich der Einflufi der 
Zuchtdauex bei Glycerin (53%), am wenigsten bei Dextrose (30%) 
als KohlenstoffqueUe bemerkbar. Interessanterweise ist die lipoid- 
verminderung trotz der verschiedensten Lipoidwerte in fliissigen und 
festen Nahrmedien prozentual gleich groB (siehe Tabelle I, Kol. 3). 


Tabelle I. 


Nahrsnbstrat 

Llpoidgehalt 

der Trookensnbstanz in ^Vo 

Lipoldabnabme In o/o 

Alter 

der Knltnren 
12 Tage 

Alter 

der Knltnren 
34 Tage 

Nfthrldsnng 

Nfthrboden 

Fleischbouillon 

1,76 

0,96 

45 

47 

Pepton-Glyoeria 

3,69 

1,72 

53 

54 

Pepton-Dextrose 

2,85 

1,99 

30 

28 

Pepton-Saccharose 

2,80 

1,79 

36 

37 


Bei den folgenden Versuchen wurden nur mehr synthetische Nahr- 
losungen verwendet; die Zuchtdauer betrug in alien Fallen 12 Tage, 
die Zuchttemperatur, sofern nichts Andores bemerkt ist, 20®. 

EinfluP der Zuchttemperatur. Wir benutzten eine mineralische Pepton- 
Dextrose-Nahrlosung (Pepton 0,1 %, Dextrose m/20, pn = 7,0) und beriick- 
sichtigten Zuchttemperaturen 
von 6, 12, 20, 25 und 37®. Da 
Bac. prodigio8U8 bei 6 und 12® 
nur schlecht wachst, lieBen wir 
die fur diese Temperaturen be- 
stimmten Kulturen zunSchst 
4 Tage bei 20® stehen, bis eine 
deutliche Triibvuig gute Ver- 
mehrung anzeigte, imd stellten 
sie erst dann bei den bezeich- 
neten Temperaturen auf. 

Wie aus Kurve I in 
Abb. 1 hervorgeht, findetunter 
den gewahlten Versuchsbedin- 
gungen maximale Lipoidbil- 
dung bei einer Zuchttempe- 
ratur von 12® statt. Dieses Maximum tritt scharf hervor ; zu beiden Seiten 
f&llt die Kurve sehr steil, fast senkrecht ab. Niedrigere Temperaturen 
haben eine rasche, hohere eine langsame Abnahme der Lipoidbildung 
zur Folge. Das Wachstumsoptimum liegt, wie die Wachstumskurve (II) 
in Abb. 1 zeigt, bei 20®. Wachstum und Lipoidbildung stehen in keinem 
direkten Zusammenhang. S&mtUche Kulturen wurden wahrend der 
Zucht sauer, da die Dextrose kraftig angegiiffen wurde. t)ber den 
Arehiv fllr Mikrobiologie. Bd. 5. 22 



Abb. 1. 

TemperatnrabhftnRlgkeit : I Lipoidmenge, 
II Wachstum. 
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EinfluS dieser S&uerung auf den Lipoidstoffwechsel geben die Etid* 
j)H*Werte keinen Aufschluii. Die st&rkste S&aenmg wies die bei 20^ 
gewaohsene Kultur auf, bei der gleichzeitig das Wachstumsoptiinum 
festgestellt werden konnte. Nach diesen Ergebnissen verhalt sioh 
Bac, 'prodigiosua wesentlicb anders wie Hefe^ die nach Untersuchungen 
von jff. auf Wurzeagar geziichtet, unter Temperaturen von 

12 bis 15® in sehr geringem MaBe und erst nach Ikngerer Zeit Fett 
bildet, wahrend sie bei solchen von 20 bis 30® binnen kurzem kraftige 
Verfettung zeigt. 

Einflu/i der Wdsseratoffzahl, Diese Versuche fuhrten wir mit mine- 
ralischen Pepton-Dextrose- und Pepton-Mannit-Losungen aus (Pepton 
0,1 %, Kohlenstoffquellen m/20). In Abb. 2, Kurve I, haben wir die 

Ergebnisse aus den Ver- 
suchen mit den Pepton-Dex- 
trose-Nahrlosungen graphisch 
dargestellt. Die gunstige Wir- 
kung einor schwach sauren bis 
neutralen Anfangsreaktion auf 
den Lipoidstoffwechsel, den 
wir bei den Agamahrboden 
feststellen konnten, bestatigt 
sich auch hier. Man erhalt 
im pH-Bereich von 6,5 bis 
7,0 nur wenig differierende 
Lipoidausbeuten. Das Opti- 
mum liegt hier allerdings bei neutraler Reaktion (pn = 7,0). Die 
Erhohung der Wasserstoffzahl uber diesen Wert hinaus bedingt 
eine unbedeutende, die Erniedrigung von pn == 7,5 auf pn == 8,6 
eine starke, steil verlaufendo Abnahmo der Lipoidbildung. Wieder- 
um fand wahrend der Zucht eine Sauerung der Kulturen statt. Das 
Wachstum war bei saurer bis neutraler Anfangsreaktion sehr gut, 
mit steigender Alkalitat jedoch gehemmt (Abb. 2, Kurve II). Etwas 
anders sind die Ergebnisse bei Verwendung von Pepton-Mannit-N&hr- 
losungen unter sonst gleichen Versuchsbedingungen (Abb. 2, Kurve III). 
Wir finden in diesem Falle ein scharfes Optimum bei pn = 6,2. Zu 
beiden Seiten dieses Wertes fallt die Kurve steil ab. Im Gegensatz 
zum Dextroseversnch verursacht die Steigerung der Wasserstoffzahl 
Tiber den Optitj^ajhpwt hinaus eine raschere Abnahme des Gesamtfett- 
gehalts ala ikte Minderung. Die Vermehrung war sehr gut (AbU 2, 
Kurve IVJ^ am besten bei alkalischer Reaktion (pn = 8,4). Saintliche 
Kulturep lil^den im Verlauf der Zucht sauer. Ein Vergleich der beiden 

i E^Zickes, Centralbl.^. Bakt. 11, 49, 368, 1919. 
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Li|K)id](urven in Abb. 2 ergibt, daB in Nfi^hrldsungen mit Mannit 
(Kurve III) bedeutend hdher© Lipoidwerte emelt werden als in solchen 
mit Dextrose (Kurve I). Die Optima liegen um 70% auseinander. 
Der lipoidstoffwecbsel ist, wie auch unsere friiheren Untersuchungen 
ergeben haben, von der Art der gebotenen Kohlenstoffquelle stark 
abh&ngig. 

Die Llpoidblldung in ihrer Abhftngigrkeit vom Nftbrsabstrat. 

I, Verawchsreihe mit verachiedenen Kohhnatoffqudlen. Als konstante 
Stickstoff quelle wurde in alien Fallen Pepton (sicc. e came Merck) in einer 
Konzentration von 0,1% verwendet. Da dieses gleichzeitig als C- Quelle 
verwertet werden kann, haben wir zuinachst die Lipoidbildung in einer 
mineralischen Nahrldsting mit einem Zusatz von Pepton allein unter- 
sucht und den aufgefundenen Lipoidgehalt bei der Auswertung unserer 
Versuche beriicksichtigt. In Tabelle II sind die Ergebnisse mit einigen 
C-Quellen in m/20 Konzentration angegeben. 


Tabelle II. 


N-Qnelle 
0,1 »;« 

C-Qnelle 
m/20 ! 

Anfangs-pn 

End-ps 

Wachstnms- 

grofien 

o/o Lipoide 
in der Trocken- 
Bnbstanz 



Mannit 

7,1 . 

5,5 

X X X X 

8,93 



Glycerin 

7,1 

6,5 

X X X X 

3,69 



Saccharose 

7,1 

4,6 

X X X X 

2,86 

Pepton 


Dextrose 

7.1 

5,1 

X X X X X 

2,82 



Starke 

7,1 

6,0 

X X X X X 

1,55 



Maltose 

7,1 

4,7 

X X X X 

1,50 



— 

7,1 

7,1 

XXX 

1,20 


Maximale Lipoidbildung erhalt man mit Mannit. Ihm nahe kommt 
in dieser Hinsicht Glycerin, was mit den Ergebnissen unserer Versuche 
auf festen Nahrboden iibereinstimmt, die ebenfalls beste Lipoidbildung 
bei Verwendung dieser beiden Alkohole als C- Quellen ergaben. Dextrose 
und der bei der hydrolytischen Spaltung Dextrose liefemde Rohrzucker 
zeigen nur mittlere Werte. Die Starke, welche bei der Hydrolyse Maltose 
und schlieBlich Dextrose gibt, verhalt sich beziiglich ihrer lipoidbildenden 
Wirkung ahnlich ihrem Spaltungsprodukt Maltose. Die geringste 
Gesamtfettausbeute brachte der Versuch mit Pepton allein. Samtliohe 
C- Quellen haben also die Lipoidbildung gefordert und wurden, wie die 
End-pH- Werte zeigen, wahrend der Zucht angegriffen. Das Wachstum 
war uberall sehr gut, am besten in Dextrose- und Starkenahrldsungen. 

Weitere C- Quellen haben wir in einem Parallelversuch untersucht, 
bei dem wir jedoch die Konzentration m/50 wahlten. Diese Anderung 
der Konzentration allein hatte erne vollige Verschiebung der C- Quellen 
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Lipoidbildung zur Folge (Ta- 
belle III). Die Lipoidwerte sind aufierdem durchschnittlich gesunken. 

22 
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De^ hdchsten G^samtfettgehalt zeigen mm Nahrldsungen mit Maltose, 
einen nur wenig niedrigeren solche mit Dextrose ; an dritter Stelle folgt 
Mannit und erst an sechster Glycerin, die beide im fruheren Versuoh 
die hdchsten Werte braohten. Ein Vergleich der Tabellen II und III 


Tabelle IH. 


K-QneUe 

0,lo/o 

C-Qnelle 

m/60 

i 

Antangs-ps 

1 

End-pH 

Wachstums- 

grOfien 

1 

o/o lipoide 
in der Trocken- 
Buhstanz 



! 

Maltose 

7,1 

5,9 

X 

2,19 



Dextrose 

7,1 

6,5 

X X X X 

2,12 



Mannit 

7.1 

6,4 

X X X X X 

2,04 



Saccharose 

7,1 

6,6 

X X 

1,91 



Brenztraubensaure 

7,1 

7,3 

X X X X XZ 

1,82 



Glycerin 

7,1 

6,7 

X X X X X 

1,59 

lepton 


Lavnlose 

7,1 

6,7 

XXX 

1,20 



Isodnlcit 

7,1 

7,0 

X X 

0,96 



Lactose 

7,1 

6,9 

XXX 

0,98 



Galactose 

7,1 

6,9 

X X X X 

0,79 



Starke 

7,1 

7,0 

X X X X 

0,54 



— 

7,1 

7,1 

XXX 

1,20 


gibt die Erklarung fur diese Verschiebung: Dmch die Konzentrations- 
anderung stieg namlich der Lipoidgehalt der Maltosekulturen von 
1,50 auf 2,19%, wahrend er beispielsweise bei Mannit von 3,93 auf 
2,04% fiel. Auch bei der Dextrose bewirkte die Konzentrations- 
verschiebung von m/20 auf m/50 ein Absinken der Lipoidmenge, und 
zwar von 2,82 auf 2,12%. Es gibt daher fur jede C- Quelle ein Kon- 
zerUrati(m8optimum, das nicht wesentlich iiber- oder unterschritten 
werden darf. Fiir Maltosenahrlosungen liegt es zwischen 0 und m/20, 
fiir Mannitlosungen dagegen, wie spater gezeigt werden soli, bei m/20, 
so daB eine Verminderung der Konzentration von m/20 auf m/50 zu 
einer Lipoidabnahme fiihren muB. 

Unter den gewahlten Versuchsbedingungen liefert die Brenz- 
traubensaure, die bekanntlich beim fermentativen Abbau der Dextrose^ 
als Zwischenprodukt entsteht, sehr gute Lipoidwerte (1,82%). Nahe 
steht ihr hierin die Saccharose. Interessanterweise nimmt die Fructose, 
welche bei Rohrzuckerinversion gleichzeitig mit der Dextrose 
entsteht, k^ltt0n EinfluB auf die Lipoidbildung, da der erhaltene Wert 
dem dei^,|^ei|len Beptonldsung gleichkommt. Unterboten wird dieser 
bei Is0^|^it, Lactose und Starke als Kohlenstoffquellen; diese hemmen 
also gew&hlten Konzentration bereits die Lipoidbildung. Wie 

wenig Wachstum und Lipoidstoffwechsel beeinflussen, zeigen die 
VemehAingsgrOBen in Tabelle III. Trotz besten Wachstums werden 

^ C. Neuberg u. J. Biochem. Zeitsohr. 58, 406, 1913. 
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in Galactose- und Starkeldsungen nur niedere lipoidwerte erzielt, 
w&hrend in den Maltoseldsungen, die maximale Lipoidausbeuten 
btachten, &uJBerst langsames Wachstum zu beobachten war. Die End- 
PH-Werte lassen abermals eine mehr oder minder starke S&uerung der 
Kulturen erkennen; eine Ausnahme macht die Brenztraubensaure- 
Idsung, welche alkalisch geworden ist. 

Anschliefiend haben wir den Einflufi der Konzentration von 
Deztrose, Mannit und Brenztraubensaure auf den Gesamtfettstoff- 
wechsel nSiher unter- 
Bucht. Wir steigerten 
die Konzentration von 
Null (mineralischeNahr- 
Idsung + 0,1 % Pepton) 
bis 0,6 mol. (pn = 7,0). 

Kurve I in Abb. 3 gibt 
die Abhangigkeit der Qe- 
samtfettausbeuten von 
der Dextrosekonzentra- 
tion wieder. Bei einer 
Konzentration von m /20 
erscheint ein scharf 
ausgepragtes Maximum. 

Eine Anderung der Kon- 
zentration auf m/50 
bzw. m/10 setzt die 
Lipoidbildung stark herab. In Konzentrationen von m/5 bis m/2 
hemmt die Dextrose bereits die Lipoidbildung, da der Wert der reinen 
Peptonlosung (Nullwert) nicht mehr erreicht wird. Das Wachstum war 
im untersuchten Konzentrationsbereich sehr gut, am besten bei 
Konzentrationen von m/10 bis m/20. Samtliche Kulturen erfuhren 
wahrend der Zucht eine Sauerung, die von der Dextrosekonzentration 
direkt abhangig war. Mit erhohter Dextrosekonzentration verschoben 
sich die pn-Werte immer mehr ins Gebiet der hoheren Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen. Die beobachtete Hemmung der Lipoidbildung 
mag ir dieser starken pn-Wert-Verschiebung begriindet sein. Hoch- 
konzentrierte Dextrosekulturen werden friihzeitig stark sauer, so daB 
die optimalen Bedingungen fiir die Bildung lipoider Stoffe nicht mehr 
gegeben sind. Im Gegensatz zur Lipoidbildung wird daa Wachstum 
durch hohe Dextrosegaben nicht wesentlich gehemmt. Wiederum 
kann ein Zusammenhang zwischen beiden nicht ersehen werden. 

Die Ergebnisse eines Versuchs mit Mannit unter sonst gleichen 
Bedingungen sind in Kurve II der Abb. 3 graphisch dargestellt. Mannit 
verh&lt sich ahnlich wie Dextrose, Den Lipoidhochstwert erreicht man 



AbhtUigigkeit von der Konzentration : I Dextrose, 
II Mannit, m Brenztranbensanre. 
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etbenfalls bei einer Konaentration von m/20; gt60ero oder kleineie 
Menmtzu84tze bewirken eine rascbe Abnahme der Lipoidmengen. 
Bewerkenswert ist die Beobachtung, dafi durch hohe Mannitgaben 
keine Hexnmung der Lipoidbildung eintritt, da der Wert der Pepton- 
Idsung (Nullwert) kaum imterboten wird. Wie die End-pn-Werte 
zeigten, findet bei hoheren Mannitkonzentrationen keine so starke 
S&uerung der Kulturen statt wie bei der Dextrose. Damit fallt nach der 
oben gegebenen Erklarung die XJrsacbe fiir die Hemmung weg. Die 
krSrftigste Vermehrung wiesen m/100 Mannitlosungen auf, aber auch 
in den iibrigen Fallen war das Wachstum gut. 

Kurve III in Abb. 3 bringt die Ergebnisse mit Brenztraubensaure. 
Der durch die Carboxylase aus ihr gebildete Acetaldehyd soli nach den 
Arbeiten von C, Neuberg und B. Arinstein^ sowie nach H. Haehn und 
Mitarbeitem* ein wichtiges Glied der Kette vom XJmbau der Glucose 
in Fettsaure darstellen. Wir konnten bereits zeigen, daB die Brenz- 
traubensaure die Lipoidbildung gimstig beeinfluBt (Tabelle III). Die 
Kurve zeigt, daB auch in diesem Falle ein schaii ausgepragtes Optimum 
auftritt, hier jedoch bei niedrigerer Konzentration (m/50) als in den 
beiden Parallelversuchen. Hdhere und niedrigere Konzentrationen 
fiihren zu einer Abnahme der Lipoidmengen. Schon von einer m/20 
Konzentration aufwarts fallen sie unter jene der reinen Peptonlosung. 
Auch hier mag die Ursache in der Beaktion des Nahrbodens liegen, 
die sich wahrend der Zucht in das fur die Lipoidbildung ebenfalls 
ungunstige alkalische Gebiet verschob. Das Wachstum war dmchwegs 
gut, am besten bei Konzentrationen von m/100 bis m/20. 

II. Versuchreihe mit verachiedeTien Stickstoffqtiellen. Bei unseren 
bisherigen Versuchen haben wir Pepton als Stickstoffquelle ver- 
wendet. Die folgenden Versuche zeigen den EinfluB verschiedener 
N-Quellen auf die Bildung lipoider Stoffe, wobei Dextrose stets als 
Kohlenstoffquelle diente. Bei bekanntem Molekulargewicht wahlten 
wir m/20, bei Casein (Hammaraten) und Pepton (sicc. e came) 0,75 %ige 
Konzentration der N-Quellen. Wie Tabelle IV zeigt, erhalt man 
schon mit Ammonohlorid als N- Quelle gute Lipoidwerte, die die 
mit reinen PeptonnAbrlosungen ohne Dextrose (Tabelle II) erzielten 
iibersteigen. Daa Wachstum ist sehr gut. Von den organischen Ammon- 
salzen liefert das milchsaure Ammon mit 8,1 % den hOchsten Wert, den 
wir im Bahmen unserer TJntersuchungen beobaehten konnten. Dem 
Ammonlactat am n&chsten steht das apfelsaure Ammon mit einer 

^ C. N^^Aerg u. B. Armetein, Bioohem. Zeitsohr. 117, 2(19, 1923. — 
* Chem. Ztg. 44, 9, 18, 1920; H. Haehn u. W.Kinttof, Ber. 

d. De^^Ujldb. ohem. Ges. 56, 439, 1923. 
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Lipoidausbeute von 6,29%. Weit niedriger ist sie bei Ammoncitrat 
(1,96%). Im Gegeneatz zu den anderen organiachen Ammonsalzen 
wurde die Kultur in diesem Falle wS.hrend det Zucht aJjkalisch ; moglicher- 
weise erklart aich hieraus der Lipoidausfall. 


Tabelle IV. 


StlokstoiTqiiellen 
m/ao bzw. 0,76 o/o 

Anfangs-pQ 

End-pH 

Wachstams- 

grOfien 

o/o Lipoid e 
in der Trooken- 
snbstanz 

Amtnonohlorid 

7,0 

6,1 

X X X X 

1,37 

milohsaures Ammon . . . 

7,0 

6,1 

X X X X 

8,10 

apfelsaures Ammon . • . 

7,0 

6,7 

X X X X X 

6,20 

citronensaures Ammon . . 

7,0 

7,6 

X X X X X X 

1,99 

Alanin 

7,0 

6,1 

X X X X 

1,99 

Asparaji^in 

7,0 

5,6 

X X X X X 

3,62 

asparaginsaures Na . . 

7,0 

6,8 

X X X X X X 

1,19 

HamstofE 

7,0 

6,6 

X X 

1,65 

Casein 

7,0 

4,7 

X X X X 

2,61 

Penton 

7.0 

6.0 

X X X X 

3.65 


tJnter den Aminosauren ergibt Asparagin mit 3,62 % die hochsten 
Werte. Bedeutend geringer ist die Gesamtfettbildung bei asparagin- 
saurem Natrium. Mit Harnstoff erzielt man trotz mafiigen Wachstums 
gleichfalls gute Lipoidausbeuten. Die hochwertigen N-QueUen Casein 
und Pepton geben nur mittlere Werte, die schon mit Asparagin zu 
erreichen sind. Eine Abhangigkeit dor Lipoidbildung vom Wachstum 
kann in keinem FaUe ersehen werden. 

Die Ergebnisse einer Konzentrationsreihe mit Asparagin fiihren 
wir in Tabelle V an. Als Kohlenstoffquelle verwendeten wir Dextrose 


Tabelle V. 


Asparagin- 

konzentration 

Anfangs-pn 

End-p£[ 

WachstnmsgrdBen 

^Iq Lipoide 
in der Trocken- 
snbstanz 

m/100 

7,0 

5,8 

xxxxxxZ 

3,46 

mjbO 

7,0 

5,7 

XXXXXXZ 

3,46 

m/20 

7,0 

5,5 

xxxxx 

3,63 

m/lO 

1 7,0 

5,8 

xxxx 

4,26 


in m/20 Konzentration. Das Asparagin setzten wir in Konzentrationen 
von m/IOO bis m/10 der Nahrlosung zu. Die Erhohung der Asparagin- 
konzentration von m/100 auf m/50 brachte keine Steigerung der Lipoid- 
ausbeute. Erst die Erhohung des Asparaginzusatzes auf m/20 bedingte 
eine geringe, jene auf m/10 eine deutliche Lipoidzunahme. Im Gegensatz 
zu den entspreohenden Zuchtversuchen mit Kohlenstoffquellen stieg 
hier die Lipoidausbeute mit der Konzentration allmahlich an. Die 
beste Vermehrung wiesen Nahrlosungen niederer Asparaginkonzentration 
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(m/100 imd m/50) auf; mit steigender Asparaginkonzentration wurde 
sia etwas gehemmt. Bei Abbruch des Varsuchs waren samtlicha Kulturen 
sauar . Zu grunds&tzlich gleichen Ergebnissen f uhrten die Kouzentrations^ 
versuohe mit Pepton (Tabelle VI), denn Peptonzusatze von 0,1 bis 


Tabelle VI. 


l^epton* 
konzentration 
in ®/o 

Anfangs-pH 

End-pfl 

WaobstnmsgrOfien 

o/p Lipoide 

In der Trooken- 
substanz 

0,10 

7,0 

6,1 

X X X X X 

2,83 

0,25 

7,0 

4,7 

X X X X X 

3,06 

0,50 

7,0 

4,9 

X X X X 

3,43 

0,75 

7,0 

6,0 

X X X X 

3,64 

1,00 

7,0 

6,1 

X X X X 

4,87 


0,75% brachten ebenfalls eine allmahliche Zunahme des Lipoidgehalts. 
Auffallig war bier der rasche Anstieg bei Erhohung der Peptonkonzen- 
tration von 0,75 auf 1 %. Das beste Wachstum zeigten wiederum die 
Kulturen mit geringen Peptonzusatzen. 

Bestimmung des unverseifharen Anteils im Lipoidextraht. Zur Be- 
stimmung des unverseifharen Anteils sanunelten wir die Lipoidextrakte 
s&mtlicher Versuche xmd bewabrten sie in benzolischer Losung auf. Nach 
dem Verdunsten des Toluols blieb eine schwach gelb gefarbte Masse von 
vaselinartiger Konsistenz zuriick, welche bei 30^ fliissig war. Im kurz- 
welligen Licht zeigte die Ldsung in Benzol eine schOne hellblaue Fluoreszenz. 
Zur Bestimmung des Unverseifbaren benutzten wir eine von uns aus- 
gearbeitete Mikromethode^, die bereits mit 2 bis 3 mg der Substanz hin- 
reichend genaue Resultate liefert. Wir erhielten aus drei Parallelbestim- 
mungen im Mittel einen Gehalt von 12,8%. 

Zusammenfassang. 

Die XJntersuchungen iiber die Lipoidbildung bei Bac, prodigiosm in 
synthetischen Nahrlosungen haben zu folgenden Ergebnissen gefuhrt: 

1. In fliissigen Nahrmedien nimmt die Lipoidbildung iiberein- 
stimmend mit den Ergebnissen auf festen Nahrsubstraten mit dem 
Alter der Kultur ab. Die prozentuale Abnahme ist in beiden Fallen 
gleich groB. 

2. Das Temperaturoptimum der Lipoidbildung liegt bei 12®, 

3. Piir die Lipoidbildung ist eine schwach saure bis neutrale 
Anfangsreaktion der Nahrlosung gimstig. Die Lage des optimalen 
PH-Wertes ist von der Zusammensetzung der Nahrlosung abhangig. 

4. Die Versuche mit verschiedenen Kohlenstoffquellen haben den 
gunstigen EinfluB mehrwertiger Alkohole wie Mannit und Glycerin 

1 G. Qwhach u. A. SablaMg, Mikrochem. 14, 256, 1933/34. 
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auf die lipoidbildung ergeben. Dextrose und die bei der enzymatischen 
Spaltung Dextrose liefemden Disaccharide Saccharose und Maltose 
zeigen ebenfalls gute Lipoidbildung. Dasselbe gilt fiir die Brenztrauben- 
s&ure, die beim Abbau der Dextrose als Zwischenprodukt entsteht, 

5. Die Lipoidbildung ist von der Konzentration der Kohlenstoff- 
quelle weitgehend abhangig. Es gibt fiir jede Kohlenstoffquelle ein 
Konzentrationsoptimum, das im allgemeinen bei niederen Konzentra- 
tionen liegt. 

6. Versuche mit einer Reihe von Stickstoffquellen brachten das 
Ergebnis, daB die Ammonsalze organischer Sauren die lipoidbildung 
besonders fordern. Die hochsten Lipoidwerte erhalt man bei Versuchen 
mit milchsaurem Ammon (8,1%) und apfelsaurem Ammon (6,2%), 
wahrend die hochwertigen Stickstoffquellen Casein und Pepton mir 
mittlere Lipoidwerte ergeben. 

7. Mit steigender Konzentration der Stickstoff quelle erhoht sich 
auch der Lipoidgehalt der Bakterienzelle. 

8. Ein gesetzmaBiger Zusammenhang zwischen Wachstum und 
Lipoidbildung bei Bac, 'prodigioaua kann nicht festgestellt werden. 

9. Die Bestimmung des unverseifbaren Anteils im lipoidextrakt 
ergab einen durchschnittlichen Gehalt von 12,8%. 



(Labofatorio di Batteriologia del R. Istituto Supetiore Agrario di PiBa«) 

Studio microbiologieo dl un terreno torboso. 

per 

Onorato Yerona. 

(Eingegangen am P. Afdrz 1934,) 

Nei comprensori di bonifica delle zone di bassopiano e litoranee, 
specialmente nella bassa Valle Padana e lungo il versante tirrenioo, 
s’incontrano terreni occupant! vaste superfici, bonificate o in corso di 
trasfonnazione, il cui riscatto e conseguente messa a coltura si offrono 
complessi ed anche lenti per i vizi di genesi che prcsentano. 

Troviamo tra quest! suoli, in primo piano, i terreni torbosi o 
cuorosi, bene spesso viziati da inquinamenti salini, dovuti al lento 
secolare accumulo dei residui vegetal! della flora palustre e alofila. 
L’eccesso di tali material! organic! ostacola ed anche impedisce in un 
primo tempo le lavorazioni del terreno mentre in seguito si costipano 
notevolmente, originando zone depresse. 

Prerogativa di quest! terreni e quella di trattenere un’ elevata 
percentuale di acqua che tuttavia cedono difficilmente ; una volta poi 
asciutti si imbevono con altrettanta difficolt^i richiedendo all’uopo 
considerevoli masse liquide. Onde h che, a bonifica idraulica awenuta, 
i terreni delle zone torbose si presentano ancora notevolmente anomali 
al punto da ostacolare, per un lungo volger di amii, ogni rapida e pro- 
ficua opera di trasfonnazione agraria. 

L’indagine chimica di quest! terreni ha messo in evidenza come, 
accanto all’eccesso di sostanza organica, debba porsi un alto esponente 
acidimetrico sia esso dovuto ad acidita organica che, come sembra, anche 
mineralo originantesi questa, in prevalenza, dai process! di ossidazione 
dello zolfo sia esso rinvenibile, nei suoli in parola, sotto forma di compost! 
piritosi, sia che si liberi durante i process! di mineralizzazione della 
sostanza organica. Tutto ci6, d’altra parte, non rappresenta che un 
aspetto del quadro clinico dei suoli torbosi poich6, a rendere completa 
la diagnosi, manca, aggravante, I’elencazione dei vizi di natura micro- 
biologica. 

Come le attivit^ microbiche si svolgano in quest! suoli, assai difficile 
4 di poter piecisare dal momento che mancano, in Italia, rioerchq del genere 
oondotte almeno per im certo volger di tempo e in tutte le condizioni, assai 
varte» quanto ^ varia la gamma dello stato anomalo dei suoli in parola. 
Da noi, alcune ricerche miorobiologiche sui terreni torbosi si trovano Hferite, 
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inoidoutaJmeute, da An^ian% Amaudi e Nicoolim, mentre loatesso Amaudi, 

r o prixna, saiggiava il poterre azotofissatore dei teweni di risiera. AU’estero 
Eoaai cita le ticetche di Ritter, Remy, Chriatensen, Amd, seooiido i 
quali risulta assai scai^so il numero dei microbi, specialmente nei terreni di 
torbiera alta non coltivata, prevalendo gli eumioeti e mancando nitrificwti 
e azotobatteri. Pii5i antiche ricerche di FahriciuB e FeiUtzen tendono a 
dimostrare la favorevole influenza della coltura e deir aggiunta calce 
avendo trovato, per 1 g di terra, i seguenti numeri di germi aedotti 
da una serie di analisi periodiche: 


torba non drenata 138.500 

torba drenata non coltivata 200.300 


t. coltivata da poco e trattata con 3500 kg ad ha. di CaO 6.900.400 
t. coltivata da 10 anni e trattata con calce e letame . . 6.224.500 

L'aggiunta di calce, per6, non da tutti d consigliata dal punto di vista 
batteriologico e nonostante i suoi evident! risultati coltiirali. 

Denach pensa che la calce provochi liberazione di azoto e che tale 
liberazione sia accompagnata da produzione di nitriti e di altri compost! 
azotaii forse dannosi alle piante. Gully nota che una parte soltanto di 
ammoniaca subirebbe Tossidazione a nitrito e sarebbe seguita da denitri- 
ficazione. Amd, invece, ritiene che nei terreni di alta torbiera, acid! e poveri 
di calce, Taggiunta di sostanze basiche combinata con una buona aereazione 
determini la comparsa di un attivo processo di nitrificazione. Christensen,, 
che particolarmente ha saggiato — con esito negativo, a meno che non 
vengano eseguite aggiunte di calcare e fosfati — il potere decomponente 
della cellulosa, osserva che la deficiente funzionalit^ microbica dei terreni 
di alta torbiera dipende dal loro stato chimico come dalla scarsezza del 
numero dei germi. 

Fischer occupandosi in modo speciale del potere di azotofissazione 
trova che, rispetto a (luesto, esercitano azione ostacolante le sostanze 
\imiohe a reazione aeida che si possono estrarre con acqua. Bedford segue 
I’evoluzione dell’anidride carbonica e trova che essa varia con il variare 
del numero dei batteri. Dice che fosforo e potassio sono i fattori limitanti 
dello sviluppo delle piante e che la presenza di funghi ne d una caratteristica. 
Belihom, usando il saggio di Christensen, trova abbastanza veloce la de- 
oomposizione della cell^osa; decomposizione che non avviene anaerobi- 
oamente. Makrinow, infine, ricorda in materia i lavori di Bedak, Wakstmtn 
e Stevens, Logwinoioa, e riferisce le ricerche condotte su torba lavorata in 
oonfronto di torba non lavorata. 

Non sono molti, quindi, i reperti che si hanno siiUo stato micro- 
biologico dei terreni torbosi. Per cui si h ritenuto quanto mai opportune 
— intex'essati in questo dal R. Laboratorio Crittogamico di Pavia — 
di procedere all’esame microbiologico di un terreno torboso del Ferrarese 
nei quale, da poco tempo, si tenta la coltivazione del rise. 

L’aspetto di questo terreno ripete, tipicamente, i caratteri dei 
BUoli torbosi. Nei memento in cui furono eseguite le analisi micro- 
biolpgicbe aveva un contenuto in acqua pari al 59.08%; la sostanza 
organica assommava al 36.06% il che equivale all’ 88.12% di materia 
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66cca; Taoiditit, non eccessiva, uguale a pa 6.9; non erano fstmeniA 
carbonati, assent! i cloruri che talvolta si rinvengono in quest! testeni^ 

/. Esame guantikUivo, Metodo: fu fatto uso del metodo indiretto delia 
oonta delle colonie sviluppantisi su piastre allestite oon agar*fagiuoli al 10^ 
giomo di ooltiira a 24^ 0. L’esame si estese^ oltre che alia terra» al velo Uquido 

sovrastante. 

* 

Bisultati: questi, riferiti al grammo di terra secca e ad Iccxn di 
liquidOj sono riportati nelle tab. I e II. Essi danno indice della 
debole carica batterica unita ad una forte percentuale di funghi. 
II numero complessivo, assai basso, dei germ! quasi si corrisponde 
sia nel terrene che nel liquido sovrastante, variando solo la percentuale 
dei grandigruppi di microbi. I funghi, infatti, rappresentano, nel terreno, 
il 43 % della totale popolazione microbica mentre nel liquido discendono 
al 26 circa %. Pressoch^ identico rimane il rapporto numerico degli 
Attmomiceti. In linea di massima tah risultati confermano quelli ottenuti 
dai precedent! sperimentatori: scarsezza di germi, in prevalenza rappre- 
sentati da Funghi. 

TabeUa I. 

(materiale d’lnnesto, per ogni piastra, 0.1 cem di Ig 
di terra in 1000 di acqua) 


NO 

delle 

piastre 


Oermi per 1 g dl terra 

Batter! 

Attlnomi 

ceti 

Ftmghi 

Totale 

Batter! 

Attinomi 

ceti 

Fongbi 

Totale 

1 

9 

3 

11 

23 

90000 

30 000 

110 000 

230000 

2 

10 

2 

7 

19 

100 000 

20 000 

70 000 

190000 

3 

13 

4 

11 

28 

130000 

40000 

110000 

280000 

4 

10 

5 

7 

22 

100000 

50 000 

70 000 

220000 

6 

10 

2 

16 

28 

100000 

20000 

160000 

280 000 

6 

12 

6 

8 

25 

120 000 

50000 

80000 

260000 

7 

9 

5 

15 

29 

90 000 

50000 

150 000 

290 000 

8 

9 

4 

11 

24 

90 000 

40000 

110 000 

240000 

9 

8 

6 

10 

24 

80 000 

60 000 

100 000 

240000 

10 

10 

5 

12 

27 

100000 

50000 

120000 

270000 

11 

12 

5 

9 

26 

120 000 

50000 

90 000 

260 000 

12 

11 

3 

12 

26 

110 000 

30000 

120 000 

260000 

13 

9 

6 

13 

28 

90 000 

60000 

130 000 

280000 

14 

10 

3 

! 11 

24 

100000 

30000 

110 000 

240000 

15 

10 

4 

10 

24 

100 000 

40000 

100 000 

240 000 

16 

8 

4 

9 

21 

80000 

40000 

90 000 

210000 

17 

11 

3 

12 

26 

110000 

30000 

120 000 

260000 

18 

9 

6 

13 

28 

90 000 

60000 

130000 

280000 

19 

10 

2 

11 

23 

100000 

20000 

110 000 

230 000 

20 

11 

5 

9 

25 

110000 

60000 

90 000 

250000 



Totali . 


500 

2.010000 

820000 

2 170000 

5 000000 



medie . 

, . 

25 

105.000 

40.100 

108 600 

258.600 






41.24% 

16.76% 

43.01 % 



media BT 26.86, erroro probabile ±0 87, devlaziose medlat obs 2 68 ± 0.28, coeil di variability, 
0. Y. 10.66 ± 1.18 o/o , errore medio della media, if ss ± o 56 , errore medio, « 0.04 o/q. 
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TabeUa 11. 

(materiale d’innesto, per ogni piastra, 0.1 ccm di 1 com 
di liquido in 1000 di acqua) 


NO 

deUe 

piastre 

Colonie sviluppatesi sulle piastre 

Oerml per 1 ccm di liquido 

Batteri 

Attlnoml- 

ceti 

Funghi 

Totale 

Batteri 

Attuioml- 

ceti 

Funghi 

Totale 

1 

18 

5 

7 

30 

180 000 

60 000 

70000 

300000 

2 

12 

8 

6 

26 

120000 

80000 

60 000 

260000 

8 

14 

6 

7 

27 

140 000 

60 000 

70000 

270 000 

4 

12 

4 

5 

21 

120000 

40 000 

50 000 

210 000 

5 

18 

8 

10 

31 

180 000 

30 000 

100 000 

310000 

6 

17 


9 

30 

170 000 

40 000 

90 000 

300000 

7 

12 


6 

22 

120 000 

40 000 

60 000 

220 000 

8 

15 

5 

6 

25 

150 000 

60000 

60000 

250 000 

9 

14 

5 

7 

26 

140 000 

50 000 

70 000 

260 000 

10 

16 

7 

6 

29 

160 000 

70 000 

60000 

290000 

11 

15 

9 

8 

26 

150000 

90 000 

80 000 

260000 

12 

12 

5 

5 

22 

120000 

50000 

50 000 

220000 

IS 

18 

5 

9 

32 

180 000 

50 000 

90 000 

320000 

14 

17 

6 

7 

30 

170000 

60000 

70 000 

300000 

16 

13 

4 

7 

24 

130 000 

40 000 

70000 

240 000 

16 

15 

3 

6 

24 

160000 

80000 

60000 

240 000 

17 

16 

6 

8 

29 

150 000 

60000 

80000 

290 000 

18 

14 

6 

6 

26 

140000 

60 000 

60000 

260 000 

19 

16 

5 

7 

28 

160 000 

50000 

70000 

280000 

20 

15 

5 

7 

27 

160 000 

50000 

70000 

270000 



Total! . 


535 

2 980 000 , 

990 000 1 

1380000 

1 5 350 000 



medie . 


26.75 

149 000 

49 500 1 

69 000 1 

267.750 


media 26.75, errore probabile +049, deviazione media, a=8 27±034, coeflf. di ^anabilita, 
C. V. =s 12.69 ± 1.34 o/o , errore medio dolla media, ^ = ± 0 73 , errore medio, = 1 84 o/o 


II, Esame qualitativo Con riferimento a quanto sopra si b detto 
circa la presenza degli Attinomiceti o dei Funghi m rapporto ai Batteri, 
aggiungiamo qui Telenco deJle prevalent! forme sviluppatesi sulle 
piastre non scnza avvertire che esso deve essere integrato dalle altre 
forme funzionalmente specifiche e di cui sar^ dato cenno in seguito, 
quali i cellulositici, gli azotofissatori, i denitrificanti e riduttori 
di solfati; 

Bact, fluorescena hquefactens (FI ) L, et N.; Bact, punctatum (Zimm,) 
L, et N,; Bact, helvolum (Zirnm.) L, et N,; Bac, auhtilis Cohn; Bac. mycotdea 
FI,; Bac, ruminatua Meyer et Ootthed; Act albua (W, C,) K,; Act, gnaeua 
(W.C,) K,; Act, roaeua (W,C,) K,; AapergtUua glaucua (L,) Link,; Aap, 
fktvua Lmk; Pehictlltum cruataceum (L,) Fr ; Pen, luteum Zukal; Pen, ap,; 
Fuaanum roaeum Link,; Fua, ap,; V erticiUium ap,; ScUrotium ap,; Tncho- 
derma ap, ; Mucor ap, 

Ci6 dimostra una flora batterica piuttosto uniforme rappresentata 
da forme banali ovunque rinvenibili. Unp6 piu varia h la flora fungina 
con prevalenza di mucedinacee ialosporee. 
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III. Miaura dd potere di ammonizzazione, Metodo; lOeomdi 
tone air 1.5% furono inoculati, in qtmdniplo, con 5ocm dello stemperamento 
acquoso di terra nel rapporto 1 : 5 ; fu coltivato per quattro giomi a 24® C. 
A1 termine del quarto giorno fu distillato in presenza di magnesia. La 
stessa prova fu eseguita inoculando 5 ccm di 50 com di liquid© sovrastante 
il terrene in 250 ccm di acqua. Ed inoltre, con le stesse modalit^i, una buona 
terra di giardino venne anche inoculata nella soluzione di peptone fatta» 
anzich5 in acqua, nel liquid© sovrastante il suolo torboso. 

Bisultati: sono riferiti a 1000 di soluzione impiegata ed in ogni 
caso h stata detratta la quantity di ammoniaca prosente nel material© 
d* innesto e a parte determinata: 



N Ha g per 1 • 

trovata | 

al netto dl qnella 
presente nel 
materiale di innesto 

Terreno di torbiera 

Liquido sovrastante lo strato torboso ....... 

Terreno di giardino 

Id. in presenza del liquido sovrastante lo strato 
torboso 

0.86 863 
0.86 877 

0 91 680 

0.77392 

0.84 300 

0.86 137 

0.91 672 

0.56 064 


• Media di quattro dctcrmiiiazioni. 


Tali risultati dimostrano che i processi putrefattivi non si svolgono 
con quell’intensit^ pari alia quantit^i di materiali putrefattivi esistenti, 
e vengono ostacolati dalla presenza di sostanze tossiche present! neUe 
acque di circolazione. 

IV. Misvra del potere di nitrificazione. Metodo; In piccol© ErZen- 
meyer contenenti 60 com di soluzione di Omelianski fu innest ato 1 g di 
terreno e furono determinati i nitrati dopo 26 giomi di eoltura a 24® C. 

Risultati. Come per la misura del potere ammonizzante eseguimmo 
la prova non solo del terreno torboso ma anche di un terreno normal© 
in presenza o meno del liquid© costituent© il velo sopra la torba. I 


risultati sono riferiti al litro di soluzione nitrificabile : 


HNOa g per 1.* 

Terreno di torbiera 

Terreno di giardino 

Id. in presenza del liquido sovrastante lo strato torboso . . . 

0 0760 
0.7367 
tr. 


* Media di tre determinazlonl. 


L’esperienza dimostra nel terreno torboso un assai scarso potere 
nitrificante anche quando venga messo nolle condizioni pih opportune 
alio svolgimento del process©: in queste condizioni esso si addimostra 
essere Vio circa di quello di un terreno ntenuto normale. Il fatto deve 
collegarsi aUa scarsezza numerica delle forme nitrificanti, accertata a 
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di colture allestite con il noto metodo di Winograiskyy e alia 
loro debole funzionaJit^. Tale funzionalit^, poi, viene completamente 
frustrata della presenza delle sostanze present! nel liqnido del terreno. 

Praticamente, quindi, il processo di nitrificazione h nullo nonostante 
la presenza, sia pure scarsa, dei germi specifici. 

F. Miaura del potere di denitrificazione, Metodo: In Erlenmeyer 
oontenenti 60 com diliquido diQiUay vennero innestati 10 com dello stempe- 
ramento di 1 di terra in 1 di acqua. Come indice di misura fu considerate il 
tempo necessario alia scomparsa completa dei nitrati dalla soluzione. 

Risultati: I nitrati risultarono consumati entro 70—72 ore 
dairinnesto il che denota un piuttosto attivo processo di riduzione. 

VI, Miaura del potere di azotofiasazione, Metodo: In grandi JS7rZew- 
meyer contenenti 260 cem di liquido di Beijerinck e creta furono innestati 
20 cem dello stemperamento di terra in acqua nel rapporto 1:1. Fu coltivato 
a 24® C. per 40 giomi ; indi, determinate I’azoto presente. Questo, detratta 
la quant it^i- di quello introdotto con il materiale di innesto, venne preso 
come indice del guadagno ottenuto riferendo i risultati a 1000 di soluzione 
nutritiva. 

Bisultati; Como per le altre prove non ci limitammo aUa sola 
determinazione del potere azotofissatore deUa terra torbosa; ma ne 
estendemmo la ricerca al liquido in essa presente e ad una buona terra 
di giardino in presenza o non dello stesso liquido. Ottenemmo : 



g di N presente 

guadagno 


uol materiale 

nolle colture 

(N g per 1 
di soluzione) 


di innesto 

al 40® giorno 

Terrene di torbiera 

0.07 448 

0.07 672 

0.00496 

Liqnido sovrastante lo 8ti*ato torboso . 

0.02 394 

0.04271 

0.07 508 

Terra di giardino 

0.01 427 

0.09 340 

0.31 652 

Id. in presenza del liquido sovrastante 
lo Rtrato torboso 

0.37 365 

0.37 379 

0.00 056 


Come per il potere nitrificante, tali risultati dimostrano che il 
potere azotofissatore si manifesta assai debolment© e viene quasi 
completamente inibito dalla presenza dei composti umici solubili, a 
reazione acida. Cionondimeno la presenza di Azotobatteri non si potette 
escludere come rilevo I’esame diretto delle colture. Senza dubbio 
per6, su questi, ebbe la prevalenza la flora butirrica essendo assai 
piu numerose, rispetto alle prime, le forme a clostridio. Anche Tattivitii 
funzionale di queste, d’altronde, deve praticamento ritenersi assai 
ridotta. Onde appare lecito concludere che neiresaminato suolo torboso 
pur essendo presenti, in numero non elevato, forme azotofissatrici il 
guadagno microbico in azoto assume scarso valore e che hanno preva- 
lenza, sulle forme aerobie — tipo Azotobacter — , le forme anaerobic — 
tipo Cloatridium Paateurianum, 
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VII, Mimra deUa produzione di anidride carbanica. Metodo : In un 
recipiente suffioientemente grande e a perfetta tenuta fu messa una quantity 
di terra oorrispondente a 1 kg di sostanza seooa. Attraverso questo 
recipiente venne fatta ciroolare aria, con c^latto dispositive di aspirazione, 
priva di COj mentre quella svolta dal terreno veniva raccolta su KOH 
e pesata. 

Risultati. Le determinazioni vennero eseguite per tre giomi 
consecutivi a 20® C. Ottenemmo: 



mg di CO 2 
per 1 kg di 
terra socca 

dope 24 h 

232.1 

dope 2 giorni 

168.9 

dope 3 giomi 

155.0 


Produzione, adunque, molto forte di anidride carbonica e superiore, 
notevolmente, a quella di altri terreni, pure torbosi, stando alle analisi 
di Antoniani, Arnaudi e Nicolini, Essi danno infatti le seguenti cifre; 



mg di COj 
per 1 kg di 
terra secca 
(dopo 24 ore) 

Torboso a coltura da circa 10 anni .... 

131.6 


Torboso a coltura da molti anni , 69.5 

Si noti che questi ultimi sono terreni da tempo messi a coltura, 
terreni cio^ in cui in gran parte la sostanza organica si e mineralizzata. 
In via generica, ad ogni modo, i suoli torbosi risultano assai attivi 
produttori di CO 2 . 

Nel caso in esame e per6 da awertiro che Putilizzazione della 
COg da parte dellepiante non pu6essere che scarsa, a causa delle Alghe 
che si sviluppano sul velo liquido sovrastante il terreno o che 
rassimilano. 

VIII, Decompoaizione della ceUuloaa, La degradazione microbica 
delle sostanze cellulositiche appare essere nei suoli torbosi assai inte- 
ressante. Sul campione in studio i numerosi saggi eseguiti ci hanno 
persuaso che i processi relativi non sono f orse cosi attivi come la quantitii 
di materiali decomponibili consentirebbe ma che ad ogni modo essi si 
manifestano, jpur non sapendo precisare, in mancanza di adeguati 
mezzi di dete«Tninazione, quale dei due — aerobico, anaerobico — 
abbia la prevalenza. 

Del primo, usando all’uopo la ormai nota tecnica di Winogradsky, 
ci fu indice lo sviluppo, non considerevole, di germi riferibili ai generi 
CeUvibrio e Cellfalcicvla; d^l secondo, lo sviluppo, anch’esso non abbon- 
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dante^ di forme allungate e sporigene rinvenibili in carta da filtro 
sommersa nelFadatto liquido di OmelianBJci. Data la non intensa attivitli 
non si k potuto accertare, con precisione, quale dei duo gas che si svolgono 
nel processo anaerobico, idrogeno e metano, prevalga. Alcuni saggi 
eseguiti non ci farebbero escludere la presenza del metano ed anzi ci 
porterebbero ad ammettere come possibile la formazione di altri com- 
posti idrocarburati. 

Notiamo di passaggio che la segnalazione non sarebbe priva di 
intoresse n^ dal punto di vista teorico, nh pratico. Infatti, mentre la 
presenza del metano, agli effetti della vegetazione superiore, appaie 
di non grande importanza in quanto ulteriormente ossidato, come h 
noto, da speciali forme (Bdc. methanicus), la presenza di altri idro- 
carburi, probabilmente ostacolanti la vegetazione superiore, h degna 
di nota non conoscendosi esattamente se, e fino a qual punto, esai 
possano venire ossidati, comunque demoliti o trasformati in forme non 
tossicbe per la piante. 

IX, Produzione dHdrogeno solforato. La produziono d ’idrogeno 
solforato h uno dei tristi attributi che caratterizzano, nella loro maggio- 
ranza, i suoli torbosi. La sua origine puo cssero varia. Dal punto di 
vista microbiologico noi abbiamo provata la capacitii di riduzione dei 
solfati e dei composti organici solforati eventualmente presenti in 
strame di torba e la capacita di idrogenare lo zolfo elementare. 

Per le prime prove ci siamo valsi di cilindri di vetro pieni dei seguenti 
liquidi : 

1. acqua 1000; asparagina 1; lattato ammonico 5 ; fosfato bipotassico 
0.6; solfato di magnesio 5. 2. id. meno solfato di magnesio sostituito da 

5 di solfato di calcio. 3. id. meno solfati sostituiti da strame sterilizzati. 
furono inociilati con 1 g di terreno torboso, ermeticamente chiusi e coltivati 
a 24® C. 

A1 15 giorno, senza bisogno di procedere a detorminazioni analitichc, 
abbiamo avvertito, in ognuno dei recipienti di coltura, produzione 
singolarmente intensa di idrogeno solforato. Omnque, quindi, era 
avvenuta riduzione : sia dei solfati solubili (Mg) che insolubili (Ca) che dei 
composti organici. Gli agenti responsabili furono identificati nel microbio 
di Beijerinck — Microspira desulfuricans — agevolmente isolabile e 
riconoscibile e in altri sotto studio di cui sara prossimamente riferito. 

N^, meno intensa, appari Tidrogenazione dello zolfo. Questa fu 
messa in evidenza in un modo assai semplice : inoculando, cio^, con 
terreno torboso un recipiente di coltura contenente brodo di fagiuoli 
addizionato di zolfo. Dopo 15 giorni di coltura a 24® C. fu awertita 
una considerevole produzione di HgS come dimostrava anche Tanneri- 
mento di una cartina all’acetato di piombo fissata nella parte interna 
del tappo del recipiente colturale. 

Arohiv fiir Mlkrobiologle. Bd. 5. 
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Le prove riferite permettono di mettere in evidenza numerosi fatti 
relativi alio stato microbiologico dei suoli torbosi. Cio^ : 

1. II contenuto quantitativo dei germi appare essere singolarmente 
scarso. 

2. Tra i germi hanno la prevalenza numerica, su altre forme, i 
fungbi. 

3. I process! putrefattivi si svolgono lenti, ostacolati della presenza 
di sostanze tossiche solubili. 

4. L’attivita nitrificante h praticamente nulla in quanto la funzio- 
nalit^ delle scarse forme specifiche present! viene ad essere frustrata 
dalla presenza di sostanze ostacolanti. 

5. La denitrificazione b intensa. 

6. II processo di azotofissazione e debole e in prevalenza anaerobio. 

7. La produzione di COg ^ notevole. 

8. La decomposizione della cellulosa b non rilevante, con sospetta 
produzione, nella fase anaerobia, di sostanze nocive. 

9. Intensa b la riduzione dei solfati e Tidrogenazione dello zolfo« 

In definitiva, suUa scorta di tali reperti, i suoli in parola si dimo- 
strano profondamente alterati nel processo di umo-deumificazione 
convenendo, con PeroUiy di chiamare con tale termine il complesso 
inscindibile dei fatti che portano alia formazione deirumo e alia sua 
mineralizzazione . 

A rimuovere siffatte circostanze I’uso della calce non si vede come 
non potrebbo giovare anche dal punto di vista microbiologico; e con 
Taggiunta di essa, ancora potranno molto giovare profonde e ripetute 
lavorazioni intese a creare condizioni di ossibiosi atte ad ostacolare % 
'proceaai riduttivi di questi terreni e a favorire i proceaai ossidativi 
per cui si abbia, con I’ossidazione, la demolizione delle sostanze 
tossiche siano esse dovute all'accumulo dei prodotti reflui del 
metabolismo dei funghi, singolarmente presenti, siano esse elaborate 
dalla flora butirrica, comunque anaerobica, segnatamente attaccante 
la cellulosa. 

Nel caso speciale, la coltura del riso (che implica per un certo 
tempo la sommersione del terreno e quindi Tesclusione dell’aria) non si 
dimostra la piu adatta; d’altra parte, le piante crescent! in tali condizioni 
e minorate nel loro sviluppo e nella loro funzionalitk. dai prodotti 
tossici presenti neJle acque e assorbiti, mentre vanno facilmente incontro 
a disturb! fisiologici con decor^o clinioo vario negli effetti* in genere 
Iftsve, agevolmente vengono attaccate da forme ancho non parassite 
cbe ne aggravano il quadro morboso portandole a morte. 
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Zusammenfassnngr* 

Es wurde ein oberitalienischer Moorboden aus dem Po-Tal mikro- 
biologisch untersucht. Die Keimzahl ist sehr uiedrig; es handelt sich 
im wesentlicheii um Pilze. Ammoniakbildungs- und Stickstoffbindungs- 
vermdgen sind gering, das Nitrifikationsvermdgen ist fast Null. Denitri- 
fikations- und COg-Bildungsvermogen sind dagegen hoch. 

Note. 

C. Antoniam, C. Amaudi e M. Nicolini, Beale Ist. Lomb. di Scienze e 
Letters 66, 1127, 1932. — C, Amaudi, Boll. Soc. Int. di Microbiologia 4, 
484, 1932. — Th. Amd, Centralbl. f. Bakt. II, 49, 1, 1919. — D. A. Bedak, 
Pedology 21, citato da Makrinow, 1929. — R. H. Bedford, Scient. Agric. 
9, 622, 1929. — N. M. Belikowa, Torfjanoje dielo 6, 1929; rec. in Centralbl. 
f. Bakt. II, 84, 146, 1931. — H. R, Christensen, ebenda II, 17, 109, 1907. — 
O, de Rossi, Microbiologia Agraria e Tecnica, Torino 1927. — A.Q, Densch, 
Landwirtsch. Jahrb. 44, 331, 1913; zit. n. Amd, Centralbl. f. Bakt. II, 40, 83, 
1914. — O.Fabricius e H, v. Feilitzen, ebenda II, 14, 161, 1906. — D. Feruglio, 
Annali Staz. Chimico Agraria di Udine 1933. — H. Fischer, Centralbl. f. 
Bakt. II, 54, 481, 1921. — E. Qully, Landwirtsch. Jahrb. f. Bayern 6, 1, 
1916. — S. Logvnnowa, Arbeit, d. wissenschaftl. Instit. f. Diingung 56, 
citato da Makrinow. — J. A. Makrinow, Centralbl. f. Bakt. II, 89, 201, 
1933. — R. Perotti, Lez. di Pat. Veg. e Batteriologia 4, 1, 1934. — Th. Remy, 
Centralbl. f. Bakt. II, 8, 657, 1902. — Q. A. Ritter, Centralbl. f. Bakt. II, 
84, 677, 1912. — S. A. Waksinan e K. R. Stevens, Soil Science 88, 1928. 



(Aus dem Institut fiir Biochemische Technologie an der Technischen Hoch- 
schule in Wien und del* Biologischen Station Ltinz am See.) 

Mlkrobiologische fiodenuntersnchungen im Lunzer Gebiet ^ 

IT. Teil: 

Die Bakterienflora* 

Von 

Alexander Janke und Maria Wozak. 

(Eingegangen am 9. Mdrz 1934,) 

Im ersten Teil* dieser Arbeit, die sich die Erforschung des okologi- 
schen Zusammenhangs zwischen der Mikroorganismenflora und den 
Standortsfaktoren in den Boden von sieben kleinklimatischen Stationen 
des Lunzer Gebietes zur Aufgabe gestollt hat, wurde iiber den Bestand 
an den verschiedenen Gruppen von Mikroorganismen im allgemeinen 
berichtet und zugleich versucht, eine Beziehung zu den Umwelt- 
faktoren aufzudecken. Im vorliegenden zweiten Teil soil die Zu- 
sammensetzung der Bakterienflora und die Verteilung der physiolo- 
gischen Bakteriengruppen naher untersucht werden. Die Namen der 
einzelnen kleinklimatischen Stationen, sowie die Bezeichnung der 
Bodenproben, ihr Wasser- und Bakteriengehalt geht aus Tabelle I 
hervor, 

A. Die kollektire Bakterienflora. Das relative Mengenverhkltnis der einzelnen 
Gattuncren und Arten. Der Gemeinscbaftsquotient. 

Die bei der Ermittlung der Keimzahl nach dem Platt enverfahren auf 
Asparagin-Mannit'Agar* erhaltenen Kolonien dienten zur Isolierimg und 
Identifizierung der aerob waohsenden kollektiven Bakterienflora d. h. jener 
Bakterien, die auf den allgemeinen, den sog. kollektiven Bakteriennd.hr- 
boden bei Luftzutritt Entwicklung zeigten. Zunachst muBte die Einheit- 
lichkeit der erhaltenen Kolonien durch nochmaliges bzw. mehrmaliges 
PlattengieBen uberpriift werden. Liefi sohliefilich die Gleichartigkeit der 
erhaltenen Kolonien an der Reinheit der Kulturen nicht mehr zweifeln, so 
konnte zur Identifizierung der isolierten Stamme geschritten werden, 
wozu auBer den Standardnahrbdden, namlich Ndhrbouillon, Nahrgelatine, 
Nahragar, Traubenzuekeragar, Peptonwasser, Kartoffelnahrboden, Milch 
und Heudekokt, auch noch Laclmusbouillon (mit 0,5% Glucose) und 
Nitratbouillon (mit 0,1% KNO 3 ) Verwendung fanden*. 

^ AusgefiiKrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. — * Vgl. A, Janke, F. Sekera u. A, SzUvinyi, diese Zeitsohr. 
5, 223 — 246, 1934. — * Beziiglich Bereitung imd Verwendung der N&hr- 
boden fiir diagnostische Zwecke vgl. Janke’-Zikes, Arbeitsmethoden der 
Mikrobiologie. Dresden und Leipzig 1928. 
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A* Janke u. M. Wozak: 


Auf eine Beschreibung der isolierten St&mme mxxQ aus Baummangel 
verzichtet werden; zur Bezeichnung derselben dienten fortlaufende 
arabische Ziffem, die dem Buchstaben L (Abkurzung fiir Lunz) angefugt 
wurden. In gleicher Weise sind auch jene Arten benannt, die sioh 
mit keiner der bereits bekannten als identisch erwiesen. Die isolierten 
37 Arten verteilten sich auf die einzelnen Gattungen wie folgt: 

Streptococcus: 1 Art mit 1 Stamm 
Micrococcus: 6 Arten mit 9 Stkmmen 

Sarcina : 2 2 „ 

Bacillus: 14 „ „ 42 „ 

Pseudomonas: 4 „ „ 26 „ 

Bacterium: 10 „ „ 28 „ 

In mindestens sechs Proben von den imtersuchten elf, also in iiber 60 % 
der Proben, fanden sich vor : Bac. mycoides^ Bac, sphaericus, Bac, fusiformis, 
Bac, cereus, Bac. tumescens, Bac. vulgatus, Bac. mesentericus^ Pseudomonas 
fluorescenst Ps. putida, Ps. aeruginosa^ Bact. coli und Bact. L 98; von diesen 
waren Bac. fusiformis^ Bac. tumescens imd Ps. fluorescens in skmtlichen 
Proben enthalten. 

Tabelle II gibt AufschluB uber das relative Mengenverhaltnis, 
ausgedriickt in Prozenten, in dem die einzelnen Arten, Artengruppen, 
Gattungen und Familien der kollektiven Bakterien auf den verschiedenen 
kleinklimatischen Stationen angetroffen wurden ; die sogenannten 
physiologischen Gruppen sind demnach in der Gesamtzahl nur insoweit 
inbegriffen, als sie auf dem verwendeten Asparagin-Mannit-Agajr zur 
Entwicklung kamen. 

Um eine okologische Auswertimg der Ergebnisse zu erleichtem, wurde 
versucht, eine dem GemeinschaftsJcoeffizienten von Jaccard^ entsprechende 
Beziehung zu verwenden, TJnter diesem versteht man den Anted der zwei 
Arealen gemeinsamen Arten von Organismen an der Gesamtzahl der vor- 
kommenden Arten, ausgedriickt in Prozenten. Dieser Koeffizient erreicht 
einen um so hohoren Wert, je okologisch gleichartiger die verglichenen 
Gebiete sind. Auf den vorliegenden Fall angewondet, lieHen sich jedoch 
keine besonderen GesetzmaiQigkeiten erkennen, was offenbar darm seinen 
Grund hat, daJB die meisten Arten der Bakterien auf emen Wechsel der 
Umweltbedingungen innerhalb eines engen klimatischen Bereiches zu 
gleichartig reagieren, und dai3 die Artabgrenzxmg bei diesen Mikroorganis- 
men zu wenig scharf ausgepragt ist, als daB die Artenzahl eine brauchbare 
BezugsgroBe fur die okologische Bewertung der Standorte abgeben konnte* 

Mehr Aussicht auf Erfolg versprach der Ver&uch, die Zahl der Indi- 
viduen, mit der eine Gattung oder besser eine Familie an dem gesamten 
Bakterienbestand einer bestimmten Station beteiligt ist, als Vergleichswert 
zu w&hlen. Bringt man diese Zahl in Beziehung zu jener einer gewkhlten 
Bezugsstation* ergibt sich eine Verh&ltniszahl, die yyQermirischaftsquotierU**’ 
(Q) genamit ii^ierden soil; dieser ist demnach definiert durch die Forme! 
Q n/N, bedeuten; n den prozentualen Anteil der fraglichen Gattung 

bzw. FamSie an der Gesamtkeimzahl der zu kennzeichnenden Station, 


* P. Jaccard, Handb. d.vbiol. Arbeitsmethod., Abt. XI, Teil V, 166, 1928. 
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Streptoeoceus 
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M. flavus 

M. sulfureus 

Micrococcus sp L 10 *** . . 

Sareina 
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8. lutea 

Bacillaceae i 

BaeiUos 

Mycoides-Gruppe , 

Bac. mycoides 

Sphaericus^Gruppe 

Bac. sphaericus 

Bac. fusiformis 

Bac asterosporus .... 

Cereus-Gruppe 

Bac cereus 

Bac. teres ' 

Bac. alholactis 1 

Subtilis-Gruppe | 

Bac subtilis 


* Stre'ptococcus sp. LI bildet in Milch keine Sanre. — ** Micrococcus sp, L 5, dem M^alhus nahestehend; jedoch 
wird Milch bei schwach alkalischer Reaktion fadenziehend, spater tritt Peptonisienmg ein. — *** Micrococcus sp. LIO^ 
dem Af. sp. L 5 ahnlich, jedoch auf Gelatine, Agar und Kartoffel Bildung eines ziegelroten bis braunroten Farbstoffs. 
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* Die Gmppe Chromobacter hat mit dem Genus Chromobacterium Bergonzoni nichts zu tun. — ** Bact, (Achrt 
bacter) L 98 koaguliert Milch bei alkalischer Keaktion, spater Peptonisierung ; saueH und vergart Glucose nicht. 
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N den prozentualen Anteil derselben Gattung bzw. Familie an der Gesamt- 
keiznzahl der Bezugsstation. 

Als Bezugsstation soli im vorliegenden Falle Seehopfaattel (SI) gewfihlt 
warden, da dieser in klimatischer Hinsicht eine Mittelstellung einnimmt 
und auch die Bakterienflora eine ziemiich gleichmaBige Verteilung auf die 
einzelnen Gattungen bzw. Arten aufweist. Natiirlich kann sich dieser 
Vergleich nur auf die aus den oberen Bodenschichten entnommenen Proben 
erstrecken. Bei den Bakterien ist zur Zeit selbst die Abgrenzung der 
Gattungen noeh vielfach unsicher, weshalb es am zweckm&fiigsten erschien, 
die Familie als systematische Bezugseinheit zu wahlen. Je ahnlicher die 
zu kennzeichnende Station in okologischer Hinsicht der Bezugsstation ist, 
mn so mehr wird sich der Gemeinschaftsquotient der Zahl 1 nahem, und die 
Ahnlichkeit verschiedener zu kennzeichnender Stationen untereinander 
kommt dann in ihren Gemeinschaftsquotienten derart zum Ausdruck, daB 
diese ungefahr die gleichen Werte aufweisen, zumindest aber in gleichem 
Sinne von 1 abweichen, also beide entweder oberhalb oder unterhalb von 1 
liegen. 

Tabolle III. 



Ni 1 

Fd 

SI 

Sr 

Mil 

Gm 

Mu 

Bacillaceen 

0,57 

0,63 

1 

1,19 

2,28 

2,52 

2,74 

Bacteriaceen 

1,12 

1,13 

1 

0,94 

0,57 

0,57 

0,50 

Micrococcaceen .... 

1,88 

0,33 

1 

1,03 

2,60 

0,02 

0,14 


Aus der Tabellc III konnen die Gemeinschaftsquotienten der 
einzelnen kleinklimatischen Stationen, bezogen auf die Station See- 
kopfsattel (Sl)^ fiir die Familien der Bdcillaceen, Bacteriaceen und Micro- 
coccaceen in Erfahrung gebracht werden. Es ergibt sich zunachst die 
auffallende Tatsache, daB beziiglich des Gehaltes an Bacillaceen und 
Bdcteriaceen die Stationen Nos und Finstergstaud einerseits, Gstettneralm 
und Meisterau andererseits, denen sich noch Mitterseeboden anschlieBt, 
okologisch gleichartig erscheinen, wahrend Schreier (Sr) der Bezugs- 
station Seekopfsattel in okologischer Hinsicht am ahnlichsten ware. 
Bei den Micrococcaceen hingegen ist eine solche GesetzmaBigkeit zu 
vermissen. Diese Verhaltnisse soUen nun naher betrachtet werden. 

i. Die Bacillaceen, 

Die Bacilliis-Aitexi werden als Sporenbildner durch starke 
Schwankungen der Standortsfaktoren begiinstigt werden, da die Nicht- 
sporenbildner (vor allem die Stabchenbakterien) durch solche inkonstante 
Verhaltnisse wohl leicht Schaden leiden diirften. Hierfiir kommen in 
Betracht ; zeitweise intensive Bestrahlung und, damit zusammen- 
h&ngend, starke Schwankungen der Bodentemperatur, ferner bedeutende 
Schwankungen der Feuchtigkeit, die sich vor allem dann auswirken 
werden, wenn die Menge des fiir das Mikrobenleben bedeutungsvollen 
,itrdge bemglichen*' Bodenwassers gering ist und es voriibergehend zur 
Austrocknung des Bodens kommt; ferner diirften auch starkere Ande- 
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rungen der Waaserstoffionenkon2entration eine Belle spielen, wia solcba 
in schlecht gepuffertem Boden auftreten kdnnen. Die einzelnen Stationen 
bzw. Bodenproben zeigten diesbezuglich folgendes Verhalten; 

a) Emstrahlung: am starksten auf Om, Mu und SL 

b) Temperaturachwankungen im Boden: < 9®C: Sr^ Na, Mn, Fdt 

> 9®C: Muy Bl, Ghn, 

c) yyTrdge heweglichea''"' Bodenwaaaery das sich als Differenz aus dem 
nkritischen Wassergehalt** {Jc) nadi Sekera^ und dem ,,gebundenen Wasser** 
(H) ergibt. 

^ — H = <20: Mn ; 

20—30: Nay SI, Fd; 

> 30: Qm, Mu, Sr. 

d) Auatrocknung dea Bodenay diese hangt ab 

a) vom Wert c, der die Gramme Wasser angibt, die je com Bodenober- 
flache und Stunde bei maximalem Saugkraftgefalle (absolut trockener 
Luft) verdunsten. Aus der diu’ch Sekera^ an einem umfangreichen Material 
experimentell ermittelten e — A;-Kurve lassen sich die e-Werte ablesen; es 
betrkgt e . 10®, d. h. die je qdm und Stunde abgegebene Wassermenge 

3 g bei Sry Fdy Mu ; 

3.i>— 4g „ Sly Na; 

5,5 — 6 g ,, Mn. 

p) von der Starke der Lujthewegung \ diese ist am lebhaftesten auf 
den Stationen Mitteraeehoden und Meiaterau. 

V) von der Lufttemperatur ; die mittleren Schwankungen derselben 
wahrend der neun Ablesewochen waren 

< 20° C: Na, Fd, Mn\ 

20— 30°C: Mu, Sr, SI; 

> 30° C: Gm. 

d) vom Untergrund ; wenn dieser viel Luft einschlieBt, was bei Schotter 
der Fall ist, wird die Austrocknung begunstigt, so bei Mitteraeeboden. 

e) Pufferung. W le Fe/teV ° gezeigt hat, kann der pn der Boden im Verlauf 
eines Jahres bedeutende Anderungen erleidon; es wird daher die Pufferung, 
die wieder mit dem Ca-Mg-Verhaltnis zusamme nhkngt, eine entscheidende 
Rolle spielen. 

Niedrigea Ca-Mg-VerhdUnia und daher gute Pufferung: Fd, Na, Sr, Mn. 

DaB Noa und Finatergataud trotz bedeutender HOhenlage ein niedriges 
Ca-Mg-Verhaltnis aufweisen, ist duroh dolomitischen Untorgiund bedingt. 

Hohea Ca-Mg-V erhdltnia und achlechte Pufferung: SI, Gm, Mu. 

Die Bsgunstigung der Bazillen auf Gatettneralm und Meiaterau ist 
denmach offenbar in erster Linie auf starke Strahlenwirkung und 
bedeutende Temperaturschwankungen zuruckzufiihren ; begiinstigend 
diirfte auch noch die schleohte Pufferung wirken. Bei Mitteraeeboden 
hingegen ist der Wasserbauishalt des Bodens dem Auftreten der Bazillen 

^ Vgl. den ersten Teil dieser Arbeit. — * F. Sektra, Zeitschr. f . Pflanzen- 
emkhrung, Diingu^ u. Bodenkde. (A)26, 113, 1932. — * D.Fehir, Unter- 
suchungen iiber die Mikrobiologie des Wa'dbodens. Berlin 1933. 
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insofem giinstig, als wenig ,,trdge bewegliches'' Bodeiiwa438er yorhanden 
iBt, iind infolge des hohen e-Weries, des schottrigen tJntergrundes und 
der bedeutenden Luftbewegung leicht voriibergehend Austrocknung 
eintreten kann. Den geringsten Bazillengehalt und demnach einen unter 1 
liegenden Gemeinschaftsquotienten weisen die Stationen Nog und 
Fin8terg3tav4 niit ihrem gleichmaBigen Edima, ihrer guten Pufferung 
und einer geringen Neigung zur Austrocknung auf. Beachtenswert 
erscheint noch die Tatsache, daB auf den beiden letztgenannten Stationen 
eine hdheren Temperaturen angepaBte Bazillenart, namlich Bac. fuai- 
formis (Opt. 35® C), vorherrschend ist. 

2, Die Bacteriaceen. 

Unter diesen sind es vor allem die hohere Feuchtigkeitsgrade 
liebenden und auch zumeist ein niedriges Temperaturoptimum auf- 
weisenden Pseudomona^-Arteny deren Vorkommen auf den einzelnen 
B5den jenem der Bazillen entgegengesetzt ist. Die Pseudomonas- Arten 
finden sich demnach zu einem hohen Prozentsatz gerade in jenen 
Bdden, die relativ arm an Bazillen sind und — wie Nos und Finster- 
gstaud — eine gleichformige Temperatur oder — wie Seelcopfsattel — 
nur geringe Schwankungen der Bodenfeuchtigkeit aufweisen. Wahrend 
diese Feststellungen im Einklang mit jenen von FeMr stehen, ergab sich 
jedoch keine Bestatigung fur seine Behauptung, daB ein niedriger 
PH-Wert (also saure Keaktion) die Nichtsporenbildner und ein hoher 
pH- Wert die Bazillen begunstigt, da die Bacteriaceen im allgemeinen 
und die Pseudomonas-Acten im besonderen ihre hochsten Prozent- 
zahlen gerade in den alkalische Keaktion aufweisenden Proben {NSy Fd, 
Sr) Oder aber in jenen von schwach saurer Raktion {Sly Sl^) erreichen, 
wahrend in den sauren Bodenproben (Gm, Mu) nur geringe Mengen von 
ihnen gefunden wurden. Die durch Fehir beobachtete GesetzmaBigkeit 
diirfte dadurch zustande gekommen sein, daB sich der Wasserstoff- 
exponent mit einem anderen Standortsfaktor (Temperatur, Feuchtig- 
keit) — offenbar infolge schlechter Pufferung des Bodens — korrelativ 
anderte, wodurch dann der Wasserstoffexponent irrtiimlich als der das 
Auftreten der Pseudonvonas-Acten bzw. Bazillen begiinstigende Faktor 
angesehen wurde. Vermerkt sei noch die auffallige Tatsache, daB die 
unter den vorgefundenen Pseudomonas- Ari^n das hochste Temperatur- 
Optimuzn aufweisende Ps, aeruginosa in den Bodenproben der Stationen 
Nos und Finstergstaudy die das gleichformigste Klima aufweisen, in den 
hochsten Prozentzahlen anzutreffen war. 

3, Die Micrococcaceen, 

Wie aus der Tabelle III hervorgeht, laBt sich bei den Micrococccu^en 
zum Unterschied von den Bacillaceen und BtKtefiaceen inj^ Gemein- 
schaitsquotient keine Gesetzm&Bigkeit erkennen, was darauf lliindeutet, 
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dafi es sich bei den Angehdrigen dieser Familie um keine autochthone 
Flora handelt, dieselben vielmehr wahrscheinlich durch die Luft auf 
die Stationsbdden iibertragen warden. Es ist auffallig, dafl die hdchst- 
gelegenen Stationen Ostettneralm and Meiaterau, wo die Luft offenbar 
den geringsten Keimgehalt aufweist, im Boden die wenigsten Kokken 
enthielten, wahrend die tief gelegene Station Mittereeehoden mit ihrer 
relativ starken Luftbewegung den hochsten Kokkengehalt im Boden 
erkennen lieB. 

B* Der EinfluO der einzelnen Standortsfaktoren auf die Zusammensetzuug 

der Bakterienflora. 

Wie aus den obigen Ausfuhrungen hervorgeht, diirfte den Standorts- 
faktoren Temperatur and Feuchtigkeit der dominierende Einflufl auf 
die Zusammensetzung der Bakterienflora zukommen; letzterdings wird 
die Strahlungsintensitat der Sonne von ausschlaggebender Bedeutung 
sein, worauf bereits FeMr hinge wiesen hat. 

1. Die Temperatur ala dominierender Umweltfaktor. a) Bedeutende 
Schwankungen derselben, vor allem infolge starker Sonnenbestrahlung, 
begiinstigen die Bazillen gegeniiber den Nichtsporenbildnern, vor allem 
den Paeudomonas-Ax\^n (Mu, Mu^, Om, Om^), 

b) Ein gleichfdrmiges gemafiigtes Temperaturklima begiinstigt 
das Auftreten einer mesophilen Bakterienflora, so von Pa, aerugivma 
und Bac, fuaiformia auf Noa und Finatergataud, 

2, Die Feuchtigkeit ala dominierender Umweltfaktor, Fiir die 
Bakterienentwicklung maUgebend ist vor allem das „trdge beweg- 
liche'' Bodenwasser und hiermit im Zusammenhang der e-Wert fur 
die Verdunstung. Ein geringer Wert fiir jenes und hohe e-Werte 
bei zeitweiser starker Durchliiftung des Bodens begiinstigen die Ent- 
wicklung der Bazillen selbst dann, wenn die anderen Bedingungen fiir 
das Wachstum der Nichtsporenbildner noch so giinstig sind (vgl. Mn 
und Mn^ gegeniiber Na und Fd), Ist der Wassergehalt des Bodens nur 
geringen Anderungen unterworfen, so konnen Paevdomonaa- Avion selbst 
bei starkeren Temperaturschwankungen gefordert werden (SI, 81^), 

Mit dem Wasserhaushalt des Bodens im Zusammenhang steht 
offenbar auch das sogenannte ,,D6Umiitphdriormn"\ d. h. das Auftreten 
einer hochalpinen Pflanzengesellschaft auf Dolomitboden, wo auf 
Kalk in gleicher Hohenlage noch montane Vegetation dominiert, wie 
dies auch RvMne^^ vermutete. Jedoch ist hierfiir nicht, wie dieser meint, 
geringe Wasserkapazitat verantwortlich zu machen, sondem viel- 
die geringe Menge an „beweglichem Wasser“, das durch die 
hohere Pflanze genutzt werden kann und sich als Differ^iz aus der 

^ F. Euttner, Mitt. d. Geograph. Gesellsch. Wien, 74, 353 — 370, 1931. 
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Wasserkapazit&t und dem „kritischen Wassergehalt'^ nach Sekera ergibt. 
So unterscheiden sich die Bodenproben der auf Dolomitunterlage 
stehenden Stationen Nos und Finstergstaud von dem bodenkundlich 
ganz fthnlioben Boden der Station Mitieraeeboden durch einen geringen 
Gehalt an beweglichem Wasser (11,1 und 6,0 Vol.-% gegen 20,2 VoI.-%), 
wodurch bei den hoheren Pflanzen zeitweilig ein Wasserhunger ointritt, 
der durch die meist nur flache Bewurzelung begiinstigt wird. 

3. Vom Wassergehalt des Bodens hangt aucb dessen Durchliiftung ab. 
Fur diese ist mafigebend die Luftkapazitat, die sich als Differenz aus 
Porenvolumen und Wasserkapazitat errechnet. 

Luftkapazitat < 10: Sr; 

10 — 20: Muu, Sly Slji, Mu; 

> 20: Fd, Mi%u» Mn, Ns. 

Hohe Luftkapazitat des Bodens begiinstigt die Nitrifikation 
gegeniiber der Denitrifikation (Mn, Mn^, Ns, Fd) ; bei und Mu^ ist 
die niedrige Zahl der Denitrifikanten auf die geringe Menge an energetisch 
verwertbarer Substanz zuiuckzufiihren. 

4. Der Wasserstoffioneniconzentration scheint keine allzu groBe 
Bedeutung zuzukommen; auf jeden Fall konnte im Gegensatz zu Fehir 
kein Zusammenhang zwischen ihr und dem relativen Verhaltnis 
zwischen Bazillcn und Nichtsporenbildnern beobachtet werden. Nur 
bei den Stickstoffbindern^ zeigt sich insofern eine Beeinflussung, als 
dieselben im allgemeinen bei alkalischer Reaktion besser gedeihen, 
wenn auch im Waldboden selbst bei saurer Reaktion noch eine Ent- 
wicklung aerober Stickstoff binder beobachtet werden kann (Gm, Gm^y 
Mu, Mu^). Amylobacter^ scheint auch auf gute Pufferung Wert zu 
legen {Mn, Ns, Fd), wie denn iiberhaupt die Pufferung des Bodens fiir 
manche Mikroorganismen von Bedeutung sein diirfte. 

5. Mangel an energetisch verwertbarer Substanz kann die Mikroben- 
entwicklung auch unter sonst giinstigen Umstanden zuriickhalten. So 
fallt die geringe Zahl der Anaerobier^ in den tieferen Schichten der 
Stationen Gstettneralm (GmJ und Meisterau (Mu^) auf, wahrend doch 
sonst gerade in mangelhaft durchliifteten Schichten die luftscheuen 
Mikroben in relativ hoherer Zahl anzutreffen sind. 

Organische Substanz in Gewichtsprozenten : 

20 : M^Ufi, Gnifi ; 

20 — 30: Slu, Mn, Mn^, SI, Gm; 

30 — 40: Ns, Mu; 

40 — 46: Sr, Fd. 

^ Betreffend das Vorkommen der physiologischen Bakteriengruppen 
in den einzelnen StationsbOden sei auf den ersten Teil vorliegender Arbeit 
verwiesen. 
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Bildet man das Verhkltnis des Oehalts on Anaerobiem in den Boden- 
proben aus den oberen und den tieferen Schichten, so erhidt man die 
folgenden Werte; 




0,98; -^ = 0,93; 


Gm o 
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Zusammenfassungr* 

1. Aus elf Bodenproben von sieben kleinklimatischen Stationen 
des Lunzer Gebietes wurden 108 Stamme von 37 verschiedenen kollek- 
tiven Bakterienarten isoliert. Bac. fvsiformia, Bac, tumeecens und 
Ps, fluorescena erwiesen sich als allgemein verbreitet; sie fanden sich 
in s&mtlichen Bodenproben vor. 

2. In tJbereinstimmung mit Fehir haben sich Temperatur und 
Feuchtigkeit als die dominierenden Standortsfaktoren erwiesen. Be- 
deutende Temperaturschwankungen infolge starker Einstrahlung {Om, 
Mu) sowie niedrige Werte fur das „trage bervegliche'' Bodenwasser mit 
vorubergehender Austrocknung (Mn) begiinstigen die Entwicklung der 
Bazillen, wahrend eine gleichmafiige Wirkung der Umweltfaktoren die 
Vermehrung der nichtsporenbildenden Stabchenbakterien, vor allem 
der Pseudomonas- AxtQii, fordert {Nsy Fd). Die Kokken scheinen nicht 
zur autochthonen Bakterienflora zu gehoren, vielmehr uber die Luft 
in den Boden zu gelangen, weshalb sie in hoheren Lagen ((?m, Mu) 
nur m geringer Menge anzutreffen sind, wahrend sie sich in tieferen 
Lagen mit starker Luftbewegung (Mn) relativ am meisten vorfinden. 

Als zahlenmaBiger Ausdruck fur die relative Verbreitung der 
Bakterienfamilien wurde der Oemeinschaftsquotient gepragt. 

3. Auf den Stationen mit gleichformigen Standortsfaktoren, vor 
allem mit gemaBigter Temperatur (Ns,Fd), war eine mesophile Bakterien- 
flora (Bac. fusiformiSy Ps. aeruginosa) relativ am reichlichsten anzutreffen. 

4. Das sog. yyDolomit'phanonien'' durfte mit der geringon Menge an 
,,beweglichem Bodenwasser‘‘ (iV^5, Fd) im Zusammenhang stehen. 

5. Die absoluten Werte fiir die Wasserstoffionenkonzentra;tion 
scheinen auf die Bakterienflora (mit Ausnahme der zumeist alkalische 
Beaktion bevorzugenden Stickstoffbinder) im allgemeinen keinen be- 
sonderen EinfluB auszuiiben, eher durfte die Pufferung eine Bolle spielen. 

6. Hohe Luftkapazitat des Bodens begiinstigt die Nitrifikation 
gegenuber der Denitrifikation (Mn, Mn^y NSy Fd). 

7. Mangel an energetisch verwertbarer Substanz kann der Mikroben- 
entwicklung auch unter sonst giinstigen Umst&nden hinderlich sein, 
wie dies die geringeZahl von Anaerobiem in den tieferen Bodenschichten 
der Stationer GskUneralm und Meisterau beweist. 
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The effect of ultraviolet light 
ou the fermenting ability of Yeasts. 

By 

Fred W. Tanner and J. Roy Byerley. 

(Eingegangen am 11. Mdrz 1934.) 

During recent years exposure to ultraviolet light has been found 
to bestow interesting properties on different materials concerned in 
development of living things. Water has been said to retain germicidal 
action for some time after exposure and interesting properties are 
contributed to foods. More recently reports have appeared in literature 
which indicate that ultraviolet light may markedly increase the rate 
of fermentation and reproduction by yeast cells and even contribute to 
the unfermented substrate, a greater ability to be fermented. Such 
statements are interesting from the standpoint of cellular physiology 
and justify experiments to confirm or refute them. 

Lohmann (1896) reported that intense light retarded the development 
otSaccharomyceacerevisiae, a Torula sijecies, and Saccharomyces Paatori anus 1. 
While he did not work with ultraviolet light, his conclusions have some 
relation, however, to this discussion. Buchta (1915) reported light to have 
greater effects on yeasts cells than were reported by Lohmann. Using 
Saceharom yces Ludwigii and Saccharomyces cerevisiap, Buchta reported 
that exposure for 10 seconds arrested reproduction and that the cells were 
killed by exposure for more than three minutes. Fazi (1915) by exposing 
a solution of dextrose inoculated with beer yeast to the radiation from a 
1200 candle-power Cooper. Hewitt mercury vapor lamp ojierating at 110 volts 
and 4 amperes at a distance of 20 cm reported that twice as much carbon 
dioxide was formed than was produced in a control flask vhich had not 
been exposed to the light. He further reported that yeast was not destroyed 
even after exposure for fourteen hours; on the other hand, its activity wets 
said to be increased owing to the bactericidal action of the rays on con- 
taminating organisms injurious to alcoholic fermentation. Feuer and 
Tanner (1920), confirming the work of Buchta. reported that yeasts were 
only little more resistant to ultraviolet light than bacteria. This was con- 
firmed by Tanner and Ryder (1923). They were unable to demonstrate 
greater fermentation after exposure of a contaminated ytast suspension 
to ultraviolet light. Fazi (1921) restated his position that yeasts could 
endure 12 hours exposure to ultraviolet light, while all of the bacteria were 
destroyed in a few minutes. If yeasts are able to endure such long exposure 
to an agent which has been found to hann all kinds of living protoplasm, 
their protoplasm differs markedly from that in other living organisms. 

Lindner (1922) in general, confirmed the statements oiFazi concerning 
the greater yield of carbon dioxide after exposure of the substrate to the 
light. He did report, however, that exposure of stationary yeast cells for 
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100 minutes in a thin layer at a distance of 20 cm, was fatal. In a large 
quantity of liquid, however, where the cells were moving about, fermen- 
tation was increased. Beneficial effects of irradiation of beer were reported 
by Fazt (1922). Femhach (1923) observed beneficial effects of ultraviolet 
light on the siibstrate before fermentation. He also reported good restJts 
from exposing yeast to the rays. He considered the ultraviolet light to be 
antiseptic. The rays were said to destroy the weaker cells and to activate 
the vigorous. The unfavorable results rejjorted by some investigators 
w'ere attributed to the use of degenerate yeast; such cells were said to be 
very sensitive to the rays. Lvers and Christoph (1923) believed that the 
physiological condition of the yeast had little to do with its rate of destruction 
by ultraviolet light. Colloids and colored substances were said to con- 
siderably reduce the action of the rays. This may explain some of the 
results which have been reported on beer wort. Sohngen and Coolhaas (1923) 
could not confiim Fnzi's nor Lindner''^ work. Fazi (1927) again reiterated 
his previous conclusions by reporting that glucose ' solutions prepared from 
distilled water previously exposed to ultraviolet light, fermented more 
rapidly when used immediately than similar solutions prepared with water 
not first irradiated. 

Nadson and Phillopov (1928) and Nadson and Stem (1931) have made 
l^ertinent contributions. The former reported that direct exposure of yeast 
to ultraviolet light destroyed it. Any cells which were protected in any way 
were not affected. In an intermediate zone where the rays had fallen obli- 
<]uely, growth was greatly stimulated as indicated by gi*eater budding. 
Nadson and Stern reported ultraviolet rays to be approximately 120 times 
more effective than x-rays. Irradiated yeast cells were said to i)ass through 
three phases. In the first, the vacuoles swelled and the cells swelled. In the 
second, the protoplasm l)ecame less ])ermeable and more granular, the fat 
droplets increasing in size and number. Finally, the voliune of the vacuole 
and cell diminishes and the cell collapses and dies. Nadson and Phillopov 
reported that the cells were completely killed by exposure for one minute 
to ultraviolet rays. These investigators also showed that individual cells 
showed varying sensitivity to iiradiation, young cells being more sensitive. 
Owen and Mobley (1933) more recently have jiurported to have confirmed 
the work of Fazi, Their technic consisted of allowing the material to be 
irradiated to run slowly from separatory funnel into a beaker directly in 
front of the light. I’he flow was so regulated that it would require one 
minute for the contents of the funnel to run into the beaker. This technic 
may have permitted reinoculation of the material. After the yeast had 
been irradiated, it was transferred to sterile wort in an Erlenmeyer flask 
fitted with an Alwood valve. The time of observation in their experiments 
was as long as 66 hours in some cases. Such a long time would permit new 
cells to be formed which had never been exposed to the light. Thus fermen- 
tation may not have been influenced either way by irradiation. The vigor 
of fermentation was followed by determining loss of weight and alcohol 
formation in the medium. Exeunination of the data presented in the tables 
shows many inooiikietencies. In many cases, irradiated yeast formed no 
more carbon dioxide than ordinary yeast, and when a difference was ob- 
served, it was well within the range of experimental error which might 
have existed with the technic used. Quite often conclusions were reached 
that irradiation favored fermentation even though data in the tables showed 
the reverse. The Alwood procedure is merely a rough estimate of the amount 
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of carbon-dioxide pi'oduced and was not intended for refined methods of 
research. The percentage of alcohol produced was also irregular. In several 
cases more alcohol was formed in the control cultures which were not irra- 
diated than in those cultures which were irradiated. The effects of irra- 
diation on budding were also studied. More buds were reported on cells 
which had been exposed to ultraviolet light than on the unexposed. Data 
in the tables, however, are too inconsistent. It is questionable whether the 
conclusions reached by Owen and Mobley are justified by the experimental 
data reported in the pajjer. In several cases they reported more carbon 
dioxide from the controls than from exposed seed yeast in 24 hours. In 
other oases the differences are so small that they are insignificant and well 
within the range of experimental error. 

Whether water and culture media may retain a germicidal property 
after exposure to ultraviolet light and the culture media made more sus- 
ceptible to fermentation are interesting questions. Coblenz and FuUon ( 1 924), 
Bedford (1927), Norton (1928), and Walker and Pryer (1921) have reported 
residual germicidal action of water after exposure to ultraviolet light. 
Tanner and Qeen (1930), after working with 10 species of bacteria and three 
of yeasts, believed that the property, if it existed, varied with the species 
of micioorganism. 

As far as culture media are concerned, the evidence that irradiation 
improves the medium is questionable. Woodrow, Bailey and Fulmer (1928), 
and Proks (1933) reported that such exposed media were less suitable, the 
former investigator believing that a non-volatile toxic substance was 
formed when ultraviolet light acted on sucrose. Those who have reported 
reverse conclusions have based them, in many cases, on differences which 
arc well within experimental error of the methods used or have used technic 
which may not have allowed penetration of the rays. 

This review of literature indicates discordant results and con- 
clusions. The reason for this situation is not easy to determine. It may 
be due in part to the species of yeast used and the conditions which 
obtained in the experiments. The methods used for determining the 
amount of carbon dioxide probably explain some discordant results. 

ExperimentaL 

In view of the differences of opinion on this question, it was decided 
to repeat and extend some of the experiments conducted in this laboratory 
several years ago. More refined methods have been developed which 
allow more reliable results. Four different modifications of technic 
were used as follows: (1) irradiation of dextrose broth cultures, (2) irra- 
diation of aqueous suspensions of yeast before inoculation, (3) irradiation 
of fermenting cultures, (4) irradiation of dextrose broth before inocula- 
tion. Each experiment was carried out in duplicate and in some cases 
many times. 

The source of ultraviolet light in this experiment was a Cooper-Hewitt 
lamp operated at 110 volts and 4 amperes (D. C.) at a distance of 25 cm. 
A fairly constant temperature was maintained during irradiation by means 
of an electric fan directed toward the light. A fermentometer described 
Archly fhr Mikroblologie. Bd. 5. 24 
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by Bahn (1929) was used to determine the rate of fermentation. This 
method of measiuring fermentation has the advantage of determining the 
rate for very short intervals of time immediately after exposure* thereby 
eliminating the possibility of fermentation by cells which were never ex- 
posed to the light. The gas pressure in the fermentometer waa produced 
against mercury in the open arm. The record of the pressure was kept in 
millimeters of mercury. All irradiation was carried out in quartz flasks. 

8(uxharomyce8 cerevisiae and Fleischmann's commercial pressed 
yeast were the principal yeasts used in this experiment. 

Irradiation of Dextrose Broth Cultures, 

Five ccm of a homogeneous suspension (made by placing a sus- 
pension on shaking machine for 10 minutes) of 8, cerevisiae were placed 
in each of two quartz flasks containing 60 ccm of 1 % dextrose broth 
solution. Likewise, two ordinary glass flasks containing the same kind 
of a solution were inoculated with 5 ccm of the same homogeneous 
suspension of 8. cerevisiae. Each flask was then connected to a fermento- 
meter and the four flasks were placed under the ultraviolet light and 
irradiated at intervals over a period of 6 hours. The total time of 
irradiation was equal to 1 hour and 20 minutes. Of course only the 
culture within the quartz flasks were irradiated. The first reading 
was taken 13 hours after the flasks were connected to the fermentometer. 
The third .and last reading was taken 2 hours later or 15 hours after 
inoculation. The total pressure produced by the irradiated and non- 
irradiated cultures are given in Table I. 

Table I. 

Irradiated dextrose broth cultures of Saccharomyces cerevisiae. 


\ 


Total pressure in millimeter of mercury 

Experiment 

Time 

Irradiated culture 

Non-irradiated 

culture 

I 

n 

13 hrs. 

16 „ 

CO 00 

179 

219 


This table shows that intermittent irradiation totaling 1 hr. and 
20 min. over a period of 6 hours seriously inhibited fermentation. 
Much more carbon dioxide was formed in the non-irradiated control 
flask than was formed in the irradiated flask. 

Fleischmann's commercial yeast was also used. This pressed yeast 
contains bacteria and would not give a pure culture fermentation. 
The procedure was the same as that for the culture of 8 . cerevisiae 
except that flasks were constantly agitated while under light. A series 
of 12 experiments were performed. The cultures were agitated and 
irradiated almost continuously during the experiment. Fkischmann^s 
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yeast produced sufficient gas so that the first reading could be made 
in about 3 hours after inoculation. From three to five readings were 
taken at intervals of 15 to 30 minutes in each experiment. Table II 
shows the total in each experiment. The data in this table again show 
more gas formation in the non-irradiated cultures. 

Table IT. 

Irradiated dextrose broth cultures oi Fleischmann's commercial 

Yeast. 


£x- 

pedxnent 

Time 

Total pressure In 
millimeter of mercury 

Ex- 

periment 

Time 

Total pressure in 
millimeter of mercury 

Irradiated 

culture 

Non- 

irradiated 

culture 

Irradiated 

culture 

Non- 

irradiated 

culture 

1 

5 

hrs. 

137 

167 

7 

4 hrs. 

162 

186 

2 

5 

« 

137 

155 

8 

4 , 

142 

207 

3 

4 

n 

165 

241 

9 

1 

4.1 „ 

115 

140 

4 

4 

n 

175 

233 

10 1 

4.1 „ 

155 

246 

5 

3.1 

r> 

59 

77 

11 i 

5 . 

295 

315 

6 

3.1 

n 

59 

81 

12 1 

6 . ' 

, 295 

340 


Irradiation of aqueous f^uspension of Yeast before inoculation, 

Fazi reported that aqueous suspensions of yeast exposed to ultra- 
violet light had a tendency to accelerate fermentation when such sus- 
pensions were introduced into dextrose broth. Several experiments 
were carried out to test this conclusion. Ten ccm of distilled water 
were placed in each of four quartz flasks. Then 5 ccm of a homogeneous 
suspension of Fleischtnann's yeast were added to each flask. (Fleiach- 
rnann^ commercial yeast was grown on dextrose agar slants and the 
even suspension made from the slants.) This suspension was then 
exposed to the ultraviolet light for 10 minutes. The suspension was 
continually agitated while under the light. After irradiation each sus- 
pension was added to a 100 ccm flask containing 50 ccm of a 1 % dextrose 
broth solution. Each of the four flasks were then connected to a fermento- 
meter. Pour other 100 ccm flasks containing 1 % dextrose broth 
solution were inoculated with 5 ccm of the same homogeneous sus- 
pension of non-irradiated yeast. This non-irradiated suspension was 
prepared in the same way, that is, 5 ccm of the suspension were placed 
in 10 ccm of distilled water and added to the 50 ccm of dextrose broth/ 
This made each of the eight flasks contain 65 ccm of liquid substance. 
Each flask containing the non-irradiated culture was connected to a 
fermentometer to serve as controls. Table III shows the results of the 
experiment. 


24 * 



364 


F. W. Tanner and J, R. Byerley: 
Table HI. 


Irradiated aqueous suspension of Fleiechmann's commercial 

Yeast. 


Time 

interval of 
reading 

Pressure In millimeters of mercury 

Flask number | 

1 Flask number 

1 

2 

3 

4 

1 

2 


4 


Irradiated 

Non-lrradiated 

24 hrs. 

0 

0 

0 1 

0 

210 

880 

280 

210 

31 „ 

3 1 

8 

14 1 

4 

225 

235 ! 

225 

235 


The first reading was taken 24 hours after the inoculation. A 
large amount of gas was formed by each of the four flasks containing 
the non-irradiated aqueous suspension while no gas was formed by 
the irradiated aqueous suspension This would seem to indicate that 
exposure to the rays had greatly harmed the yeasts. A few were able 
to rejuvenate themselves to form a little gas after 31 hours. The irra- 
diated aqueous suspension did, however, show some gas formation at 
the end of 31 hours. 

Irradiation of fermenting cultures. 

Several experiments were performed to determine the effect of 
ultraviolet light on cultures after they had started to ferment. In this 
case 100 ccm flasks containing 50 ccm of a 1 % dextrose solution were 
inoculated with 5 ccm of an even suspension of S. cereviaiae and kept 
at room temperature for 36 hours, at which time the culture showed 
signs of fermentation. Half of the cultures were placed in quartz flasks 
and irradiated for 30 minutes. The other half of the total number of 
cultures was placed in ordinary glass flasks and subjected to the same 
conditions as those cultures in the quartz flasks, except, of course, 
they were not irradiated. Viable counts were made on the first 6 experi- 
ments, before and after irradiation. As has been found in all of the 
work, direct exposure of yeast suspension to ultraviolet light resulted 
in a marked decrease in numbers of viable cells. Starting with a suspen- 
sion with too many cells to count, the number of viable cells would be 
reduced to 45,000, 90,000, 33,800, etc., depending on the period of 
exposure and whether the suspension was agitated occasionally diming 
exposure. 

Experiments with FUiachmanW^ pressed yeast gave similar results. 
The cultures were irradiated for 30 min. and the total time taken to 
produce the pressure given in Table IV varies from 2 to 6 hours. These 
results show that direct irradiation of a fermenting culture of yeast 
for 30 minutes greatly inhibits fermentation. The results also show that 
if the time of irradiation bf decreased, the difference in the amount of 
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gas produced by irradiated and non-irradiated fermenting cultures 
becomes less. It was also noted that while irradiation delayed the 
production of gas at first, there was usually an increase in gas pro- 
duction by the irradiated culture with age. This may be explained by 
the fact that irradiation destroys many cells, but not all of them, and 
as the culture ages, an increase in number occurs by reproduction, these 
new organisms starting to produce gas as the age of the culture increases. 


Table IV. 

Fleischma fin's commercial Yeast. 


Ex- 

penment 

Time 1 
required to 
produce | 
pressure 

1 Total pressure In 
millimeter of mercury 

j Irradiated 

I culture 

Non- 

irradlated 

culture 

1 

2 hrs. 1 

68 

180 

2 


81 

157 

3 


70 

1 160 

4 

2 „ ' 

47 

1 148 


Ex- 

Time 

required to 

Total pressure in 
millimeter of mercury 


Non- 

Irradiated 

culture 

periment 

1 

produce 

pressure 

1 

1 Irradiated 

1 culture 

6 1 

4 hrs. 

16 

24 

6 : 

1 4 „ i 

i 1 

10 

7 

2 „ 

21 

28 

8 1 

1 5 „ 

7 

26 


Irradiation of dextrose broth before inoculation. 

In 1927 Fazi stated that glucose previously exposed to ultraviolet 
light fermented more rapidly when used immediately than similar 
solutions prepared from water not first irradiated. He also stated that 
the rate of fermentation was in no case as great as that of glucose solutions 
irradiated after their preparation. In the following experiment, 50 ccm 
of a 1 % dextrose solution were placed in each of four quartz flasks and 
irradiat(*d for 5 hours. The solutions were then inoculated with 5 ccm 
of an even suspension of S cereoisiae. Each flask was immediately 
connected to a fermentometer. Similarly, four flasks containing 50 ccm 
of a 1 % dextrose solution which had not been irradiated were each 
inoculaU'd with 5 ccm of the same suspension of S. cerevisiae as was 
used to inoculate the irradiated solution. The results are given in 
Table V. The results of such experiments seem to indicate that there 
is a tendency for dextrose media which have been irradiated for a long 
time to inhibit fermentation. The time of observation of this experiment 
was somewhat longer than in the others. It was prolonged to determine 
whether the difference would be regular. 

The same type of experiment was tried using Fleischmann's pressed 
yeast instead of the regular stock culture of S. cerevisiae. The Table VI 
shows that 5 experiments gave results comparable to those obtained 
with the stock culture of S, cerevisiae, while 3 experiments give the 
opposite results in that the irradiated flasks showed more gas formation. 
The data are thus inconsistent. 
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Table V. 


De^xtrose broth irradiated for 6 hours before being inooulated 
with Saccharomyces cerevtstae 


No of hrs 

Pressure in millimeters of mercury 

elapsing between 
Inoenlatlon and 

Flask number 

first reading 

1 

1 ^ 

8 

4 

Aver 



Irradiated 

media. 



24 hrs 

10 

20 1 

2 

4 

9 

25 „ 

13 

24 

8 

7 

13 

28 , 

18 , 

26 

11 

8 

16 

29 „ 

21 

28 

12 

8 

17 




Aver 11 





Pressure released 


41 „ 

60 

39 

18 

30 

34 

44 „ 

97 

66 

33 

57 

64 

47 „ 

137 , 

103 

53 

Aver 36 

106 

99 


Non-irradiated media 



24 hrs 

22 

6 

7 

25 

15 

26 „ 

26 

6 

13 

32 

19 

28 , 

33 

12 

16 

40 

25 

29 „ 

35 

16 

18 

4b 

29 




Aver 22 





Pressure released 


41 „ 

60 

58 

48 

85 

1 63 

44 „ 

110 

90 

76 

122 

99 

47 , 

187 

140 

118 

Aver 54 

178 

130 



Table VI 




Fletschmann 

’s yeast 




Number of hours 1 dextrose broth was irradiated — 5 hours 


No of hrs 


16 


irs 

and 

ling 

Irradiated media 

Pressure in millimeters 
of mercury 

Non-lrradiated media 

Pressure in millimeters 
of mercury 

Flask Number 

Flask Number 

1 

2 

8 

4 

Avor 

1 a 

2a 

aa 

4a 

Aver 


Irradiated 

Non iriadlated 

s 

170 

91 

184 

115 

127 

88 

300 

160 

146 

172 


175 

180 

170 

180 

167 

70 

165 

190 

76 

126 


Conclasions. 

1. Y easts are destroyed when exposed directly to the effects of 
ultraviolet light 
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2. Irradiation of dextrose-broth cultures of fermenting yeasts in 
quartz apparatus for periods of time totaling 1 hour and 20 minutes 
seriously inhibited their fermenting ability. 

3. Exposure of yeasts in aqueous suspension to ultraviolet light 
destroyed so many cells that no gas was formed in 24 hours; very small 
amounts were formed in 31 hours. The non-irradiated controls showed 
regular active gas formation. 

4. Exposure of dextrose broth cultures to ultraviolet light, after 
fermentation had begun, greatly inhibited gas formation. 

6. Dextrose broth irradiated for a long time before inoculation 
tended to ferment more slowly than the non-irradiated control media. 

6. No observations were made to indicate that exposure of yeasts 
or media to ultraviolet before inoculation increased the amount of gas 
formed. 
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Zur Frage nach der Wachstumsgrenze 
von Azotobacter cbroococcum im alkalischen Bereich. 

Von 

Hans Wenzl (Wien). 

Mit 1 Textabbildimg. 

(Eingeganj(n am 17, Mdrz 1934,) 

1. Problemstelluiipr* 

In den mannigfachen und eingehenden Studien, die iiber den weit- 
verbreiteten Azotobacter chroococcum vorliegen, hat auch die Frage 
nach der Abhangigkeit des Wachstums und der Stickstoffbindung von 
der Wasserstoffionenkonzentration des Mediums eine entsprechende 
Beriicksichtigung erfahren. Wir wissen daraus sehr genau, daB die 
Grenze fiir Wachstum und Vorkommen im sauren Bereich bei />h 6,9 
bis 6,0 liegt; Fehir (1933) und Janke und Mitarbeiter (Arch. f. Mikrobiol. 
6, 223, 1934) geben allerdings ein Vorkommen von Azotobacter chro- 
ococcum noch in Boden von Ph4 bzw. 4,7 an. 

Dieser pe-Grenzwert gilt selbst verst andlich nur bei einer ganz be- 
stimmten Kombination der iibrigen Wachstumsfaktoi en, etwa in Losungen 
mit alien n5tigen Nahrstoffen oder in guten lehmigen Acker boden. In einer 
Arbeit iiber das Vorkommen von - Azotobacter chroococcum in den Halo- 
phyten-, Hygrophyten- und Stepi)engesellschaften des ost lichen Burgenlandes 
(Gebiet des Neusiedlersees) [TTmzZ, 1934 a, b] konnte ich bei dor liicken- 
losen Erfa.ssung eines Gebiete^ von iiber 300 (^km — was nur imter Aus- 
nutzung der Beziehungen zwis^chen Pflanzengoselbchaften und Boden - 
mikroflora mOglich war — aufzeigen, wie in einem Grebiet, das nach der 
Reaktion seiner Boden iiberall — mit Ausnahme der extremen 8odab6den — 
Azotobacter fiihren konnte, dieser dennoch vielfach fehlt, weil bestimmte 
andere Faktoren den Anspriichen, die Azotobacter an den Boden stellt, 
nicht geniigen. Es gelang aufzuzeigen, wie in manchen Teilen des Gebietes 
die untere pn- Grenze fiir das Vorkommen von Azotobacter mit 7,5 bis 8 
weit iiber dern absoluten Grenzwert von etwa 6 liegt, und wie bei einer 
giinstigen Veranderung eines Faktors, etwa der Lagerimgsdichte des Bodens 
und damit auch der Durchliiftung und der WasserfUinmg, sich auch die 
Ph* G renze des Vorkommens von Azotobacter mit einem Wert von 7 der 
absoluten Grenze nahert, ohne daB sich das pn der einzelnen B6den selbst 
ver&ndert hat. 

Weit weniger klar sehen wir in der Frage, wo die Wachstumsgrenze 
im alkalischen Bereich liegt. Da die hochalkalischen Sodaboden, in 
denen diese Frage Bedeutung erlangt, verhaltnismaBig selten sind, 
hat dieses Problem noch wenig Beachtung erfahren. 
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Bei meinen Untersuchungen iiber das Vorkommen von Azotobacter 
chroococcum in den Halophytengesellschaften der Alkaliboden in der 
Umgebnng des Neusiedlersees wurde ich notwendig auf die Frage 
gefiihrt, bei welcher Wasserstoff- bzw. Hydroxylionenkonzentration 
die Grenze fiir Wachstum und Vorkommen von Azotobacter chroococcum 
liegt. Mit der Feststellung, daB Azotobacter nocb in Boden vom pn 9,4 
bis 9,5 gefunden wurde, nicht aber in noch starker alkalischen, daB 
weiter in Boden von pn 9,2 bis 9,4 Azotobax^ter nicht immer vorhanden 
war, auch wenn nahe angrenzcndc Stellen mit einem etwas niedrigeren 
Ph noch Azotobacter waren, ist die gestellte Frage noch nicht 
erledigt. Das Problem der begrenzenden Faktoren in Alkaliboden ist 
sehr komplexer Natur. Zu der hohen Hydroxylionenkonzentration 
kommt die physikalische Beschaffenheit des Bodens, die die Vermutung 
nahelegt, daB die eigentiimliche Struktm des Bodens begrenzend wirkt, 
nicht Oder erst in zweiter Linie die hohe Hydroxylionenkonzentration. 
Im Zusammenhang mit der hohen Dispersitat und der sehr dichten 
Lagerung der Bodenteilchen steht eine sehr langsame Wassornachleitung 
und eine auBerst schlochte Durchliiftung. Die extrcmen Salzboden 
sind auch meist nur aparlich bewachsen: der Humusgehalt ist zum Teil 
sehr gering, und abgestorbene Pflanzenteile, die als Betriebsstoffe dionen 
konnten, stehen nur in geringer Menge zur Verfugung. Nicht zu 
vernachlassigen ist endlich auch die Frage nach der Bedeutung der 
Salzkonzent ration, 

Lipman und Sharp (1912) fanden, daI3 0,4 bis 0,5 % NajCO., das Wachs- 
tum von Azotobacter vollstandig hemrnt, was durch alle weiteren Unter- 
suchimgen bestatigt wuido. Fred und Davenport (1918) geben die ober© 
Wachstumsgronze fiir Azotobacter chroococcum mit pn an. Nach Johnson 
und Lipme n (1922) liegt die Grenze fiir die Stickstoffbindung bei 9,0 bis 9,1. 
Yamagata und Itano (1923) stellten Versuch© in Ashby-hOsxmg an unter 
Zu^atz abgestufter Mengen NaOH. Noch bei einem Anfangs-pH von 10,3 
(12 com n/10 NaOH in 200 cem Nahrldsiuig) trat ©in betrachtliches Wachs- 
tum ein, und zwar noch 80 des bei einem Anfangs-pn von 8 liegonden 
optimalen Weites ; das pn der Ldsungen war nach 96 Stunden allerdings 
von 10,3 auf 8 abgesunken. Stapp und Ruschrmnn (1925) geben die Wachs- 
tumsgrenz© fiir Azotobacter chroococcum mit pn 9,18 an. Zu den Versuchen 
wuiden die 6^ore««fnsch©n Ihosphatpufferlosungen in Leitungswasser 
mit 2 % Mannit als Kohlenst off quell© benutzt. Mit sekimdarem Phosphat 
allein, mit dem in destilliertem Wasser ©in pw von 9,18 ©rreicht werden 
kann, trat noch Wachstum ©in. Ein© Bestimmung der Wasserstoffionen- 
konzentration wurde aber in diesen Versuchen nicht durchgefiihrt. Da 
weiter© Losungen von hbherem Ph nicht gepriift wurden, ist ©s wohl nicht 
angangig, 9,18 als oberst© pn- Grenze anzugeben. Auf MOhrenagar gezogen, 
wuohs ©in Stamm noch bei einem Zusatz von 0,3 Naj|C 03 , ©in anderer 
aber nur bei hochstens 0,15%. 

Feher und Bohor (1931, 1932, 1933), die bei ihrer Beseh&ftigung mit 
der Mikrobiologi© der Alkaliboden auch auf die praktisch wichtig© Frag© 
nach der Abhangigkeit des Azo/oOacterwaohstums vom pH und der Soda- 



H.Weaal: 


konzentration gefilhrt warden, fanden bei Versuchen mit Keinkulturext 
die Waohstuxnegrenze in K&hrldsungen bei 0,16% KaaCOs. Leider sind die 
Bodenontersaohungen der beiden Autoren zur Kl&rung der Frage, bis zu 
welcher Soda- bzw. Hydroxylionenkonzentration Azotobacter im Boden 
fortzokommen vermag, nur verh&ltnismfiJ3ig wenig auszuwerten. Die Zahl 
der im natiirlichen Zustande belassenen, in die Untersuchimg einbezogenen 
AlkalibOden ist V’erh6.1tnism6i3ig gering, kaum 20. Zwischen Sodagehalt, 
Ph* Bodenvegetation and dem Vorkommen oder Fehlen von Azotobacter 
sind auch bei aufmerksamster Priiftmg der mitgeteilten Ergebnisse keine 
gesetzmai3igen Zusammenhange festzustellen, im Gegensatz zu den Ergeb- 
nissen der eigenen Untersuchungen axa Neusiedlersee. Auffallend ist be- 
sonders, dafl B6den mit geringem Sodagehalt hohe pn-Werte imd solche 
mit hohem Sodagehalt verhaitnismllBig geringe PH-Werte aufweisen. Zur 
teilweisen Erklarimg kann daiauf hingewiesen werden, dai3 die Ph-Bo- 
stimmungen mit der Chinhydronelektrode ausgefuhrt warden, die aber in 
alkalis chen Lbsungen grundsatzlich nicht angewendet werden darf (Michaelis, 
1933). Weitere Versuche sollten AufschluB iiber das Vorkommen and vor 
allem iiber die N-Bindung von Azotobacter chroococcum in den Alkalibdden 
geben: In ^ewftower-Schalen warden mit Mannit oder Lactose versehene 
Erdproben zum Teil mit Keinkultaren von Azotobacter^ zum Teil mit Boden- 
saspension aos einem an Azotobacter reichen Boden beimpft imd die N-Zu- 
nahme gegeniiber den unbeimpften Kontrollen bestimmt. In einem (dem ein- 
zigen zor Unter^achong gelangten natarbelassenen, nicht meliorierten) Salz- 
boden (Solontschak mit 2,2% CaC’Os) war diirch die Beimpfung keine Zu* 
nahmedes N-Gehaltes zu erreichen. Da andere (meliorierte) B6den duroh 
die Beimpfimg eine Anreicherang an Stickstoff erfuhren, wird geschlossen, 
daB im natiirlichen Boden, aach wenn er kalkhaltig ist, schon bei 0,02% 
Na 2 C 03 die N-Bindang sistiert wird and Azotobacter ^ wenn iiberhaapt vor- 
handen, nicht stickstoff -aatotroph, sondern -heterotroph lebt. Dem aber 
steht entgegen, daB — allerdings mit Kalk meliorierte — Bbden mit 
einem etwas hbheren pn (8,76) bei einem zogleich hbheren Sodagehalt 
(0,026%) bei der Beimpfung mit Azotobacter eine N-Bindung aufwiesen. 
Eine weitere — mit Kalk imd Stallmist behandelte — Bodenprobe 
mit einem (wahrscheinlich) nor ganz wenig niedrigeren Sodagehalt 
(0,018%, ph 8,8) — an anderen Stellen wird fiir den gleichen Boden 
allerdings ein Sodagehalt von 0,18 bzw. 1,8% angegeben — zeigte eine 
Erhbhung des N-Gehaltes auf das Dreifache. Weiter ist zu bemerken, 
daB Versuche mit nicht meliorierten Solonetzbbden bei einem Sodagehalt, 
der die angegebene Grenze wesentlich iibersteigt, noch eine deutliche 
N-Bindung ergaben. Die von Bokor ymdFehir gezogenen SchluBfolgei ungen 
mussen also leider auf Grand eines sorgfaltigen Vergleichs ihrer eigenen 
Angaben zumindest als unbewiesen angesehen werden. 

II. Untergaclmiigsergebnigse. 

Eigene Versuche mit Eoh- und Reinkulturen von Azotobacter 
chroococcum bestatigen, dafi die Wachstumsgrenze zwischen 0,1 und 
0,2 % Soda liegt, fiireinen Stamm von Azotobacter chroococcum allerdmgs, 
der aus gewohnlicher kalkhaltiger Gartenerde von pn 7,6 stammt. 
Vermutlich warden auch in alien genannten Arbeiten Azotobacter-BtAmroid 
aus'gewdhnlioher Ackererde und nicht solche aus Alkaliboden verwendet. 
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Aiagab6n dariiber fehlen. In der Frage nach dem verschiedenen Ver- 
halten einzelner Stamme sind die Angaben von Sta'pp und Ruachmann 
(1026) sehr bemerkenswert (vgl. S. 369). Die Vermutung, daU Azotobdcter^ 
St&mme aus Alkaliboden an hohere Sodakonzentrationeti angepafit 
sind, ist nabeliegend, bedarf aber erst der Bestatigung. 

Die zu den VerBuchen verwendete Nfihrldsung hatte die folgende Zu- 
sanunensetzung : 1000 g Leittingswasser, 20 g Mannit, 0,75 g KsHP 04 , 
0,3 g MgS 04 , 0,2 g NaCl, 0,02 g FeS 04 , 0,02 g Al*(S 04)3 und 6g CaCOa- 
Je 40 com dieser NahrlOsting in 260 ccm-Erlmmeyer-K.olben wurden beimpft 
und bei 26 bis 26® im Thermostaten gehalten. Jeder Versuch wurde dreifach 
durchgefiihrt. 

Zu den Untersuchungen wurde einerseits eine Reinkultur von Azoto- 
bacter chroococcum verwendet, andererseits eine Rohkultur in Form von 
0,01 g Ackererde, die je Gramm etwa 40000 Azotobacterkeime enthielt. 
In diesen Rohkulturen war das Wachstum viel iippiger als in den Rein- 
kulturen. 

i. Daa Wachatum von Azotobacter chroococoum in Abhdngigkeit von der 

Sodakonzentration. 

Eine erste Versuchsreihe, die die Natriumcarbonatkonzentrationen 
von 0,4 bis 0,01 % umfaBte (alle Angaben sind auf wasserfreies Na^COg 
bezogen), zeigte, daB sich eine Reinkultur in ihrem Wachstum gegen 
Soda ebenso verhalt wie eine Rohkultur bzw. Mischkultur aus natiir- 
licher Ackererde. In der Versuchsreihe mit dor Azoto6ac<er-Reinkultur 
war zwischender sodafreien KontroUe, 0,01, 0,026 und 0,05% Natrium- 
carbonat nach 7 Tagen kaum ein Unterschied (0,05 % war nur ganz 
wenig schwacher), 0,1 % hemmte bereits deutlich das Wachstum, mit 
0,2% war es sistiert. Die drei Parallelversuche zeigten eine voUige 
Dbereinstimmung, Etwas weniger gleichmaBig war das Wachstum 
in den drei Kolben mit den Rohkulturen. In der Tabelle sind die Durch- 
schnittswerte angeflihrt. 0,1 und auch 8chon0,05% hemmte, wie aus 
dem Vergleich mit den sodafreien Kontrollen hervorgeht, bereits deutlich 
die Azo/o6acter-Entwicklung in der Rohkultur. 0,2% verhinderte wie 
in den Reinkulturen jedes Wachstum; auch nach 3 Wochen war die 
LOsung vollkommen klar geblieben. (Die KontroUe wurde selbst- 
verstandlich immer auch mikroskopisch durchgefiihrt.) Eine weitere 
Versuchsreihe mit Natriumhumatzusatz brachte eine Bestatigung der 
gewonnenen Ergebnisse. 

Die hochwirkeame HumuslOsung war aus Lauheide hergestellt. Diese 
wurde mit verdiinnter Salzj-aure geremigt, und die Humusstoffe wurden mit 
10 % NaOH in L6sung gebracht. Aus der dutch Zentrifugieren gekl^trten 
LOsung wurden die Humuss&uren durch Salzstore ausgef&llt. Nach dem 
Waschen wurden sie mit voidiinnter Lauge wieder in L5«img gebiacht und 
mit Hilfe von Lackmuspapier auf eine ‘chwach alkalische Reakti&n ein- 
gesteUt. Der Humusziisatz zur N&hrld ung war so bemessen, daB diese 
noch in diinner Schioht (etwa 1 com) eine tielbiaune F&rbung hatte. 
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konzentration gefUhrt wtirden, fanden bei Versuohen mit KeinkuUwen 
die Wachstumsgrenze in K&hrlbsungen bei 0,16% Na*CO^. Leider aind die 
Bodenuntersuchungen der beiden Autoren zur j^&mng der Frage, bie zu 
welcher Soda- bzte. Hydroxylionenkonzentration Azotobacter im Boden 
foHzukommen vermag, nur verh&ltnismfiJBig wenig atuszuwerten. Die Zahl 
der im nattirlichen Zustande belassenen, in die Untersuchung einbezogenen 
Alkalibbden ist verhkltnism&Oig gering, kaum 20. Zwischen Sodagehalt, 

Bodenvegetation iind dem Vorkommen oder Fehien von Azotobacter 
sind auch bei aufmerksamster Priifung der mitgeteilten Ergebnisse keine 
gesetzm&Oigen Zusammenhknge festzustellen, im Gegensatz zu den Ergeb- 
nissen der eigenen Unter&uchungen am Neusiedlersee. Auffallend ist be- 
sonders, daJ3 Boden mit geringem Sodagehalt hohe pn-Werte und solche 
mit hohem Sodagehalt verh&ltnismafiig geringe PH-Werte atifweisen. Zur 
teilweisen Erklatung kann darauf hingewiesen werden, daO die pn-Be- 
stimmungen mit der Chinhydronelektrode ausgefiihrt warden, die aber in 
alkalischen Ld^ungen grundsktzlich nicht angewendet werden darf {MichaeliSt 
1933). Weitere Versuche sollten AufschluB iiber das Vorkommen und vor 
aJlem iiber die N-Bindung von Azotobacter chroococcum in den AlkalibOden 
geben: In Neubauer^ScliaXen warden mit Mannit oder Lactose versehene 
Erdproben zum Teil mit Reinkulturen von Azotobacter ^ zum Teil mit Boden- 
saspension aas einem an Azotobacter reichen Boden beimpft \md die K-Zu- 
nahme gegeniiber den imbeimpften Kontrollen bestimmt. In einem (dem ein- 
zigen zur Unterauchimg gelangten naturbelassenen, nicht meliorierten) Salz- 
boden (Solontschedc mit 2,2% CaC Og) war durch die Beimpfung keine Zu- 
nahrae des N-Gehaltes zu erreichen. Da andere (meliorierte) B6den durch 
die Beimpfung eine Anreicherung an Stickstoff erfuhren, wird gepchlossen, 
dafi im natiirlichen Boden, auch wenn er kalkhaltig ist, schon bei 0,02% 
NagCOg die N-Bindung sistiert wird und Azotobacter , wenn iiberhaupt vor- 
handen, nicht stickstoff -autotroph, sondern -heterotroph lebt. Dem aber 
steht entgegen, dafi — allerdings mit Kalk meliorierte — BOden mit 
einem etwas hoheren pn (8,76) bei einem zugleich hOheren Sodagehalt 
(0,026%) bei der Beimpfung mit Azotobacter eine N-Bindimg aufwiesen. 
Eine weitere — mit Kalk und Stallmist behandelte — Bodenprobe 
mit einem (wahrscheinlich) nur ganz wenig niedrigeren Sodagehalt 
(0,018%, pH 8,8) — an anderen Stellen wird fiir den gleichen Boden 
allerdings ein Sodagehalt von 0,18 bzw. 1,8% angegeben — zeigte eine 
Erhohung des N-Gehaltes auf das Dreifache. Weiter ist zu bemerken, 
dafi Versuche mit nicht meliorierten Solonetzbbden bei einem Sodagehalt, 
der die angegebene Grenze wesentlich ubersteigt, noch eine deutliche 
N-Bmdung ergaben. Die von Bokor und FeMr gezogenen Schlufifolgerungen 
mussen also leider auf Grand eines sorgfaltigen Vergleichs ihrer eigenen 
Angaben zumindest als unbewiesen angesehen werden. 

IL Untersuehangsergebnlsse* 

Eigene Versuche mit Boh- und BeinkuJturen von Azotobacter 
chroococcum bestatigen, dafi die Wachstumsgrenze zwischen 0,1 und 
0,2 7o Soda Ue^, fiir einen Stamm von Azotobacter chroococcum allerdings, 
der aua gewohnlicher kalkhaltiger Gartenerde von pn 7,6 statomt. 
Vemutlicb wurden auch in alien genannten Arbeiten AzotobacterSt&mxDB 
gewfihnlicher Ackererde und nicht solche aus Alkalibdden verwendet. 
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Angab^n daniber fehlen. In der Frage nach dem verschiedenen Ver- 
halten einzelner Stamme sind die Angaben von Stapp und Euschmann 
(1926) sehr bemerkenswert (vgl. S. 359). Die Vermutung, dafl Azotobacter- 
St&mme aus Alkaliboden an hohere Sodakonzentrationen angepafit 
sind, ist naheliegend, bedarf aber erst der Bestatigung. 

Die zu den Versuchen verwendete Nfibrldsting hatte die folgende Zu- 
sammensetzting : 1000 g Leitungswasser, 20 g Mannit, 0,75 g K1HPO4, 
0,3g MgS04, 0,2g NaCl, 0,02g FeS04, 0,02g Al2(S04)3 und 5g CaCOs, 
Je 40 com dieser Nahrldsung in 250 ccm-i^rZewweyer-Kolben wnrden beimpft 
und bei 26 bis 26® im Thermostaten gehalten. Jeder Versuch wurde dreif£ich 
durchgefiihrt. 

Zu den Untersuchungen wurde einerseits eine Beinkultur von Azoto- 
bacier chroococcum verwendet, andererseits eine Rohkultur in Form von 
0,01 g Aokererde, die je Gramm etwa 40000 Azotobacterkeime enthielt. 
In diesen Bohkulturen war das Wachstum viel iippiger als in den Bein> 
kulturen. 

i. Das Wachstum von Azotobacter chroococcum in Abhdngigkeit von der 

Sodakonzentration, 

Eine erste Versuchsreihe, die die Natriumcarbonatkonzentrationen 
von 0,4 bis 0,01 % umfaflte (alle Angaben sind auf wasserfreies Na^C 03 
bezogen), zeigte, daB sich eine Beinkultur in ihrem Wachstum gegen 
Soda ebenso verhalt wie eine Bohkultur bzw. Mischkultur aus natiir- 
licher Ackererde. In der Versuchsreihe mit der Azotobacter-’RemknltnT 
war zwischender sodafreien KontroUe, 0,01, 0,025 und 0,05% Natrium- 
carbonat nach 7 Tagen kaum ein Unterschied (0,05 % war nur ganz 
wenig schwacher), 0,1 % hemmte bereits deutlich das Wachstum, mit 
0,2% war es sistiert. Die drei Parallelversuche zeigten eine vollige 
tJbereinstimmung. Etwas weniger gleichmaBig war das Wachstum 
in den drei Kolben mit den Bohkulturen. In der Tabelle sind die Durch- 
schnittswerte angefiihi’t. 0,1 und auch schon 0,06 % hemmte, wie aus 
dem Vcrgleich mit den sodafreien Kontrollen hervorgeht, bereits deutlich 
die j42:oto5ac<er-Entwicklung in der Rohkultur. 0,2 % verhinderte wie 
in den Reinkulturen jedes Wachstum; auch nach 3 Wochen war die 
Losung vollkommen klar geblieben. (Die KontroUe wurde selbst- 
verstandlich immer auch mikroskopisch durchgefiihrt.) Eino weitere 
Versuchsreihe mit Natriumhumatzusatz brachte eine Bestatigung der 
gewonnenen Ergebnisse. 

Die hochwirksame Humuslbsung war aus Laubeide hergestellt. Diese 
wurde mit verdiinnter Salzb^ure gereinigt, und die Humusstoffe wurden mit 
10% NaOH in L6aung gebracht, Aus der durch Zentrifugieren gekiarten 
Ldsung wurden die Bumuss&uren di^ch Salzsaure ausgefdllt. Nach dem 
Waschen wurden sie mit veidunnter Lauge wieder in Lo^^ung gebiacht und 
mit HiUe von Lackmuspapier auf eine fchwach alkaiische Beaktion ein- 
gesteUt. Der BumuszuEatz zur Nahrlb ung war eo bemeasen, daB diese 
nooh in diinner Sohioht (etwa 1 com) eine tieibiaune F&rbung hatte. 
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2, Das Wachstum von Azotobacter chroococcum in Abhnngigheit von der 
Wasseratofficnen-Konzentration . 

Was besagen nun diese Versuche tiber die Wachstumsgrenze von 
Azotobacter im alkalischen Bereich ? Die zu Beginn der Versuche ge- 
messene Wasserstoffionen-Konzentration der Nahrlosung mit verschieden 
hohen Natriumcarbonatzusatzen gibt noch nicht die 2 >H-Grenze fiir 
das Wachstum an. Denn beim Stehen an der Luft geht die Natrium- 
oarbonatlosung durch Aufnahme von Kohlendioxyd in Natrium- 
bicarbonat iiber, oder, richtiger, es bildet sich ein Gleichgewicht Carbonat- 
Bicarbonat aus. Damit sinkt auch der anfanglich sehr hohe 2 >H-Wert 
mit fortschreitender Kohlensaureaufnahme immer mehr ab, bis endlich 
ein von der anfanglichen Sodakonzentration abhangiger konstanter 
Endwert erreicht ist. Bei Verwendung von geringen Schichtdicken 
(40 ccm Fliissigkeit in 250 ccm-^ErZenmeyer-Kolben) ist nach etwa 
einer Woche der Ausgleich eingetrcten. Der Versuch ergab nun, daB es 
vollig gleichgiiltig ist, ob die mit Natriumcarbonat versetzte Nahr- 
losung sofort beimpft wird oder erst nach 10 Tagen, nachdem bereits 
ein konstanter ph- W ert erreicht ist ; die hemmende Grenzkonzentration 
erleidet keine Veranderung, zumindest keine betrachtliche, die aus den 
nur ziemlich grob abgestuften Versuchon (etwa 1 : 2) ersichtlich ware. 
Das Ergebnis war mit Eoh- und Roinkulturen, sowie mit oder ohne 
Humus das gleiche. Wenn auch die Grenzkonzentration keine wesent- 
liche Veranderung erfahrt, so ist doch bemerkenswert, daB in der Reihe, 
die erst nach zohntagigem Stehen beimpft wurde, bei 0,1 % Natrium- 
carbonat eine sehr gute Entwicklung von Azotobacter eingetreten ist, 

Tabelle I. 

40 ccm Nahrlosung und 2 ccm Natriumcarbonatlosung in 250-ccm- 
Erlenme yer -Kolhen. 

a) Mit 1 ccm Suspension einer Reinkultur von Azotobacter beimpft. 

b) Mit 1 ccm Erdsuspension (0,01 g) beimpft. 

c) Reinkultur mit Htuntiszusatz. 

d) Erst 10 Tage nach Herstellimg der Losungen mit 1 ccm Erdsuspension 
beimpft. 


Na 2 C 03 -Konz. 
in o/o 

Reinkultur 

Rohkultur 

Reinkultur 
mit Humus 

Rohkultur 
nach 10 Tagen 
beimpft 

0 (Kontrolle) 

. . 

.... + + 

... — .... 

• ••• + - + + 

0,01 

. . 

.... + + 

.... 

.... + + 

0,025 

. . 

. . . . 4-4" 


.... 4 - + 

0,06 


. . . 4- — -f -f- 

... — .... 

....++ 

0,1 

* . 

... -f . 

. . — ... 

.... 4* — + + 

0,2 

0 

0 

0 i 

! 0 

0,4 

1 0 

0 

0 ! 

1 0 

. bis . . < 

.: Intensit&t der Triibung der Nkhrl5sung. 

“f bis -f- 4- + 4- s 


St&rke der Deckenbildimg. {+ + ■+■ + : sehr starke runzelige Decke.) 
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w&hrend in den sofort nach dem Herstellen der Lbsung beimpften 
Parallelen die Entwicklung von Azotobacter bei dieser Konzentration 
deutlich schwacher war. 

Bemerkenswert ist auch die vielfach beobacbtete Erscheinung, daB 
Kulturen mit 0,01 und 0,025 % Natriumcarbonat die sodafreien Parallel- 
kulturen im Wachstum etwas, wenn auch nicht viel, iibertrafen. 

Parallellaufende Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentration 
lassen eine weitere Auswertung der Versuche zu. 

Die Bestimmungen wurden elektrometriseh mit der Wasserstoff- 
elektrode ausgefiihrt, so daB, was besonders betont sei, auch die Werte fiir 
die stark alkalischen Ldsungen vollkommen verJ&Blich sind. Die angegebenen 
Werte sind DurchschnittHwerte aus je drei Bestimmungen (drei Gef&Be), 
die tmtereinander sehr gut ubereinstimmten. 

Die NahrlOsung mit 0,5% Natriumcarbonat hat ein Anfangs-pn von 
11,05, mit 0,1% noch von 10,35; dann fall! das pn sehr schnell ab; mit 
0,025% Sodazubatz hat die 
N&hrldstmg noch ein An- 
fangs-pH von 9,75, mit 
0,01 % nur mehr 8,8 bis 8,9 
(Abb. 1). Nach 9 Tagen 
(Ldsimgen in flacher Schicht 
in Erlenmeyer-YsAhen) war 
das ph sehr stark abge- 
sunken: 0,5 % ; 9,60; 0,25 : 

9,35;0,1%;9,0;0,05%:8.70. 

In der graphischen 
Darstellung sind auch die 
Anfangs - pn - Werte der 
entsprechenden Natrium- 
carbonatkonzentrationen 
in reinem destilliertem 
Wasser wiedergegebon. Sie 
liegen durchweg etwas 
hoher als die der Nahr- 
losung. Weiter ist zu er- 
sehen, daB das pn der 
Losung unter den Versuchsbedingungen, zumindest in den in Betracht 
kommenden Konzentrationsstufen bis 0,2 % nach 9 Tagen einen kon- 
stanten Wort ^rreicht hat. Nach dieser Zeit ist bei 0,1 % kein 
Unterschied mehr gegeniiber dem nach nur 3 Tagen gemessenen Wert ; 
bei 0,25 % betragt der Unterschied nur mehr 0,05 Einheiten. Wie die 
weitere Priifung zeigte, war mit pn 9,35 fiir 0,25% Natriumcarbonat 
ein konstanter Wert erreicht, fur 0,5% liegt er bei 9,5 bis 9,55. Wo 
die Ldsungen erst nach zehntagigem Stehen beimpft wurden, war 
bereits ein konstantes ph erreicht. In einer Losung vom End-pn 9 
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(0,1% Na^GOs) zeigte Azotobou^r ein, wenn auch gegeniiber tien 
niedrigeren Sodakonzentrationen gehemxntes, so doch noch ziemlick 
intensives Wachstum. Dutch 0,2% Natriumcarbonat (End-^n 9,25) 
ist sein Wachstum bereits vdllig unterbunden. Der Grenzwert fur das 
Wachstum von Azotobacter liegt also zwischen pn 9 und 9,25, genauer: 
zwischen 9,1 und 9,2. Dafi der Grenzwert iiber 9,1 liegt, wenn auch viel- 
leicht nur knapp daruber, ist deshalb hochst wahrscheinlich, weil bei pn 9 
das Wachstum, besonders in den Rohkulturen, tioch recht intensiv ist. 
Da schon nach 3 Tagen in den Kolben mit 0,1 % Natriumcarbonat ein 
Pk von 9 erreicht ist, tritt auch in den sofort beimpften Kolben, die 
anfangs ein viel hOheres pn haben (iiber 10), Wachstum ein, wenn auch 
etwas verspatet. Ein Medium von pn 10,3 bis 10,4 wirkt also, zu- 
mindest wenn es sich nicht um allzu lange Zeit handelt, aui Azotobacter 
nicht abtotend, sondem nur wachstumshemmend. pn-Messungen in 
den mit Azotobacter beimpften Kolben zeigen, daB nach 7 bis 8 Tagen 
die Nahrlosung mit 0,1 % Natriumcarbonat ein pn von 8,5 (Reinkultur) 
bzw. 8,1 (Rohkultur) angenommen hat. Die Wasserstoffionenkonzen- 
tration war also betrachtlich hoher als die der unbeimpften Losung, 
die ein End-pn von 9 aufwies. In den gut angewachsenen Kolben mit 
den geringeren Natriumcarbonatkonzentrationen betrug das pn der 
Reinkulturen 7,5 bis 8, das der Rohkulturen 6,5 bis 7. 

Mit der Feststellung der Wachstumsgrenze von pu 9,1 bis 9,2 fiir 
den vorliegenden, aus guter Gartenerde isolierten Stamm von Azoto- 
bacter chroococcum erhebt sich die Frage nach dem Verhalten der in 
alkalische Salzboden vordringenden Azotob€u:ter~St&trime. Nachdem 
in Sodaboden Azotobacter noch bis zu pn 9,5 festgestellt werden konnte, 
liegt die pH-Grenze jedenfalls hoher. Fur entsprechende Laboratoriums- 
versuche mit Stammen aus Alkalibdden, die zur Analyse der das Vor- 
kommen in den Alkaliboden begrenzenden Faktoren von Interesse sein 
miiBten, fehlten leider Zeit und Moglichkeit. 

in. Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Die Grenze fur das Wachstum eines aus Ackererde isolierten 
Stammes von Azotobacter chroococcum liegt zwischen pH 9,1 und 9,2. 
Rohkulturen zeigen dasselbe Verhalten wie Reinkulturen. 

2. Fiir Azotobacter aus sodahaltigen Salzboden liegt der 
entsprechende pg-Grenzwert zumindest um 0,3 bis 0,4 iJinheiten hoher. 

3. Das Wachstum des untersuchten Stammes wurde durch einen 
Zusatz von 0,2% Natriumcarbonat zur Nahrlosung bereits vollstandig 
gehemmt. 

4; Wahi*end Phosphatpuffer zur Untersuchung der Frage nach der 
Wachstumsgrenze von Azotobacter im alkalischen Bereich nicht aus-, 
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reichen und andere Puffergemische (etwa Borat-Lauge) wegen ihrer 
Oiftigkeit nicht in Frage kommen, waren Natriumcarbonat-Bicarbonat- 
Idsungen ausgezeicbnet brauchbar. 
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(Ans der Forschungsstelle fiir landwirtschaftliche Gtomgen in Berlin.) 

Die auf griinen Fflanzen Torkommenden Goll- 
nnd coli&linlicheii Bakterien und Ihre Eigensehaften 
anter yersehledeneii Zfichtungsbedlngungen. 

Von 

G. Riischmann (jetzt Landsberg-Warthe) und W. Meyer. 

(Eingegangen am 20, Mart 1934,) 

Bei den Untersucliungen alterer Autoren liber das Verhalten von 
Bakterien der Goli’AerogeneS’Gvup^ gegeniiber verschiedenen Ziich- 
tungsbedingungen handelt es sich in der weitaus grofiten Zahl der 
Falle um solche Keime, die aus dem Darm von Tieren und Menschen 
Oder aus Wasser isoliert worden sind. Nur vereinzelt finden sich 
Angaben iiber Organismen dieser Gruppe, die von giiinen PfJanzen 
stanunen. Bei der immer starkeren Verbreitung des Einsauerns von 
leicht verderblichem grunem Hlanzenmaterial zwecks Versorgung 
unserer landwirtschaftlichen Nutztiere mit virtschaftseigenem Putter 
ist es von groBter Bedeutung, die Eigensehaften der auf diesen Klanzen 
vorkommenden Coli-Aerogenes- Arten genauer zu untersuchen, um auf 
Gnmd der Kenntnis ihrer Lebensbedingungen imstande zu sein, diese 
schadliche Flora zu unterdrucken und so cine sichere und gute Kon- 
servierung des Putters zu erreichen. 

Zunachst war festzustellen, was fur Arten und Varietaten der er- 
wahnten Bakteriengruppe auf den Pflanzcn vorkommen, imd wie sich 
diese Arten unter dem EinfluB verschiedener Faktoren verhalten. Um 
auf diese Pragen eingehen zu konnen, ziichteten wir von verschiedenem 
Pflanzenmaterial zahlreiche Organismen der CoU-Aerogenes-Grupj^, 

A. Die auf den Pflanzen Torkommenden Coli- und colidhnliehen Arten. 

J, Herkunft und Eeinzuchtung der Stdmme, 

Die Stamme, mit denen spater auch Versuche der verschiedensten 
Art angestellt wurden, stammten teik von frischem Griinfutter (gewohn- 
lichem Gras, Rieselfeldergras und Mais), zum Teil von demselben Ma- 
terial, das zur Einsauerung in Behalter gepreBt und darin ein bis mehrere 
Tage aufbewahrt worden war. In einigen Fallen wurde es entsprechend 
dem in der Praxis angewendeten Ansauerungsverfahren mit anorgani- 
schen Sauron behandelt. 

Bei dem eingelegten Putter schwankten die pn-Werte zwischen 6,8 
und 4,1. Von dem Untersuchungsmaterial wurden in ublicher Weise Ver- 
diinnungen mit sterilem Leitungs wasser in Potenzen von 10 angelegt und 
da von Bouillonagar- und Wiirzegelatineplatten gegossen. Die Bouillonagar- 



Auf griinen vorlirnmnetide CoU* und oolighnliohe Bakt. iisw. 367 

platten wurden 5 T^age bei 30^ , die Wiirzegelatineplatten 7 Tage bei Zimmer^ 
temperatur aufgestellt. 

Fur die vori&ufige Auswahl der Coli^ und coZt&hnlichen St&mme waren 
die Form iind Farbe der Kolonien tind bei den Gelatineplatten aujQerdem 
ihre F&higkeit,«Gelatine zu verfliissigen, maBgebend. Von den ansgewidilten 
Kolonien wurde zimlk^hst in Bouillon abgeimpft* Diese Kultur diente als 
Ausgangspunkt fiir drei aufeinanderfolgende PlattenguBpassagen, die die 
Reinheit des Stanimes gewahrleisteten. Hierbei traten bei den einzelnen 
St&mmen immer dieselben Kolonieformen auf den Platten auf. Bine Spaltung 
in R- und 5-Formen, wie sie unter anderem /. W. Nungester und S, A. 
Anderson (60) festgestellt haben, ist in keinem Fall beobcichtet worden. 
Die auf diese Weise erhaltenen reinen St&mme wurden weiterhin auf 
Bouillonschragagar fortgeziichtet.. 

Im ganzen sind nach dieser Methode 100 Stamme isoliert worden, 
von denen 32 von friachen Pflanzen stammten oder von solchen, die 
im Hochstfall einen Tag lang eingeprefit gelagert und dabei ihr ps 
nicht wesentlich veiandert batten. Weiterhin warden alle Stamme 
auf (^ram-Faibbarkeit, Katalase- und Indolbildung, Fahigkeit zur 
Milchzucker- und Traubcnzuckervergarung und zur Verfliiaaigung von 
Gelatine sowie auf ihr Verhalten in Milch und auf Kartoffeln gepriift. 
Zur Erganzung dienten morphologische Untersuchungen. Zu alien 
Arbeiten wurden 24 Stunden alte Schragagarkulturen verwandt. 

II, X'igenachaften und Bestimmung der Coli-Aerogenes-Arten, 

Untersu'Ihung der Kuliuren nach K. B. Lehmann und R. O, Neu- 
mann. — Der Bestimmung der verschiedenen Coli- und coKahnlichen 
Arten wurde die Binteilung von K. B, Lehnvann und R, O. Neurmnn (37) 
zugrunde gelegt. Von den isolierten Stammen wrurden diejenigen zu 
Gruppen zusammengestellt, die ungefahr gleiche Eigenschaften zeigten, 
imd ein oder mehrere Vertreter aus diesen Gruppen ausgewahlt, die als 
Material fiir die weiteron Untersuchungen dienten. Als Vergleichs- 
organismus ist der in der Forscbungsstelle fiir landwdrtschaftliche 
Garungen vorhandene typische Go^i- Stamm Hoar'" herangezogen 

worden, der aus dem Robert ^TocA-Institut stammt und dort aus 
menschlichen Fazes isoliert wurde. 

Das Ergebnis der Priifungen ist aus der beigegebenen Tabelle I 
zu ersehen, aus der zunachst hervorgeht, daB sich die gefundenen 
100 St&mme in acht Gruppen co^mhnlicher Bakterien zusammenfassen 
lieBen. Schon /. E. Minkeudtsch (43), K. Peach (62), H, Mavlhardt (41), 
R. Kopp (31), M. Loweneck (40) und H. Geilinger (14) wiesen auf die 
Mannigfaltigkeit der Formen und Arten innerhalb der Goie-Gruppe hin. 

Unter den 32 von friscben oder einen Tag lagemden Pflanzen 
isolierten Stammen befanden sich vier Indolbildner (Nr. 26, 30, 300 und 
302), die aUe Gelatine verfliissigten und auf Bouillonagar gelbbraunliche 
Kolonien bildeten. Unter den iibrigen 68 St&mmen, die einem EinlluB 
Aroikiv fflr Mlkrobiologle. Bd. 5. 25 
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Tabelle I. t^bersioht uber die von griinen Pflanxen 




Farbe der 
Eolonlen 
anf 

Bonillon- 

agar 


1 

1 

I 

IS 

II 


Mllehznekerzersetznng 

Stamm 

Herknuft 

Wachstom 

anf 

EartofTeln 

1 

1 

1 

1 

IS 

if 

a 

S 

S 

o 

TS 

Agar 

Bonillon 








si 


Srg. 

Gbdg. 

Srg. 

Gbdg. 

18 

Rieselfelder- 
gras mit S&aTe> 
znsatz (STage)* 

weiBlich** *** 

grangelb, flach, 
feucht glknzend 

T 


+ 

0 

(85) 

+ 

+ + 

+ 

+ -H 

(+) 

22 

Rleselfelder- 
gras mlt Skure- 
znsatz (4 Tage) 

welfilich 

graoweifilich bis 
br&nnhch, erbaben, 
saftig glknzend 

+ 


+ 

0 

(36) 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

•f + 

88 

Mals (3 Std ) 

welBlich 

grangelb bis brknn- 
lich, fiach, feucht 
glttnzend 

■f 


+ 

0 

(85) 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

279 

Gras mit Sknre- 
znsatz (8 Std.) 

weifilich 

graubrknnlich, flach, 
feucht glUnzend 

+ 


+ 

0 

(86) 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

807 

Gras mit Sttnre- 
znsatz (8 Std.) 

weiBlicb 

grangelblich, 
Bcbwach erhaboii, 
saftig glftnzend 

+ + 

~ 

+ 

0 

(86) 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

812 

Gras (2 Tage) 

weifilich 

granwelfilich bis 
brknnllch, flach, 
feucht glftnzend 

+ + 


+ 

0 

(36) 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ 

817 

Gras (8 Tage) 

gelblich 

grangelb, flach, 
fast trocken, matt 

'(+) 

- 

' + 

■~o 

(36) 

~+ 

+ +' 

+ 

+ + 

(+) 

~ 2 » 

Mats (friscb) 

gelb- 

brknnlicb 

brttunllchgelb, flach, 
feucht glftnzend 

++ 



+ 

(9) 

+ 

+ + 


+ 

- 

80 

Mals (friscb) 

gelb- 

brknnlich 

schwacb brftnnlich- 
gelb.etwas erbaben, 
saftig glftnzend 

+ 



— 

+ 

+ 

(9) 

+ 

+ + 

— 

+ + 


300 

Gras (1 Tag) 

gelb- 

br&nnlicb 

brftunlichgelb, flach, 
feucht glftnzend 

+ 

- 

+ 

+ 

(9) 

+ 

+ + 

- 

+ + 

1 


802 

(Sras (1 Tag) 

gelb- 

br&unlicb 

mattgelblich, flach, 
feucht glftnzend 

+ 

- 

+ 

+ 

(9) 

+ 

+ + 

- 

+ + 


11 

Rleselfelder- 
gras mit Stlare> 
znsatz (1 Tag) 

welfilich 

dunkelgrau bis 
Ylolett, flach, feucht 
glftnzend 

T+T" 

— 

+ 

0 

(36) 

— 



+ 


15 

Rieselfelder- 
gras mit S&nre- 
znsatz (2 Tage) 

weifilich 

Bcbmntzlg weifi bis 
brftnnlich, erhaben, 
saftig glftnzend 

(+) 

— 

+ 

0 

(86) 


+ 

+ 

+ + 


296 

Gras mit Sknre* 
znsatz (1 Tag) 

welfilich 

granwelfilich bis 
brftnnlich, erhaben, 
saftig glftnzend 

(+) 

— 

+ 

0 

(86) 

— 

+ 

+ 

+ + 

+ 

816 

Gras (8 Tage) 

weifilich 

grangelblich, flach, 
feucht glftnzepd 

++ 


+ 

0 

(86) 

- 

+ 

+ 

+ + 

(+) 

17 

Rieselfelder- 
gras mit Sknre- 
znsatz (2 Tage) 

weifilich 

granbrftnniicb, flach, 
feucht glftnzend 

++' 


+ 

+ 

(18) 



"" 

+ + 


20 

Rieselfeldei> 
gras mlt Snore- 
znsatz (6 Tage) 

weifilich 

gelbbrftnnlich, er- 
haben, saftig 
glftnzend 

++ 

"" 

+ 

+ 

(20) 


+ 


+ + 



* Die Zeiten hlntoT den Herkonltsanfcaben bedeaten, wle lanse das Fatter sweoks Eonservierang mtt oder 

** Die Form der Eolonlen aaf Boolllonagiar war stets eolttUmllon. Die Oreanlsmen bestanden Im aUgemeinen 

*** Die Zahl in der Slammer gibt an^ wie viel Stkmme dleser Art enter den 100 isolierten Organlsmen vox* 
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isolierten Cdi- und co^ikhnlichen Bakterien. 


in 


Tranbenzneker 
zeraetzung in 


Milch- 

gerin- 

nnnn 

(nacn 

Tagen) 

Bromthymolblan- 

agar 

Probe 


flaUe* 

Gentiana* 

violett- 

Bonillon 

Agar 

Bouillon 

Farbe 

dee 

Agars 

Farbe 

der 

Kolonien 

1 

1 

1 


|i 

Gmppen- 

anfstellong 

Gbdg. 

Srg. 

Gbdg. 

Srg. 

Gbdg. 


» 



+ 

-1 

+ 

+ + 

(+) 

4- 

(7) 

gelb 

dunkel> 

orange 

4 

- 

- 


+ + 

+ 4- 

+ + 

+ + 

+ + 

4- 

(7) 

gelb 

dnnkel- 

orange 

4- 


~~ 


+ + 

+ -f 

+ + 

+ + 

+ + 

4‘ 

(6) 

gelb 

dunkel- 

orange 

4- 

— 

— 

Bad. coU 

commune 

Eichertch 

(8)*** 

+ + 

+ + 

+ 

+ + 

+ + 

4- 

(7) 

orange- 

gelb 

dunkel- 

orauge 

4- 

- 

- 

+ + 

+ + 


+ + 

+ 4 

4- 

(7) 

gelb 

dnnkel- 

orango 

4- 




+ + 

+ + 

+ 

+ + 

+ 

4- 

(7) 

gelb 

dunkel- 

orange 

+ 

— 



+ -1- 

(+) 

(+) 

+ + 

(4-) 

4- 

(7) 

schwach 

gelb 

dunkel- 

orange 




Bad. gynxantham 
Ehrenberg (1) 

(+) 


- 

+ 

— 

4- 

(5) 

schwach 

gelb 

dnnkel- 

orange 

4- 

4- 

- 


— 

+ + 



“ 

4- 

(5) 

gelb 

orange 

4- 

4- 

— 

Bad. coh var, 
MeoliquefadoM 
HoUtger ( 4 ) 

— 

+ + 


+ + 

~ 

4- 

(7) 

gelb 

dnnkel- 

orange 

(4-) 


_ 

- 

+ + 

- 

+ + 

- 

4- 

(8) 

schwach 

gelb 

dunkel> 

orange 

-h 

i _ 

- 


+ + 


+ + 

+ 

4- 

4- 

(7) 

gelb 

dnnkel> 

orange 

+ 

1 

4- 


+ + 

+ 

+ + 

+ + 

'Tr 

+ 

(8) 

gelb 

dunkel- 

orange 

1“ 

— 

— 

Bad. coh 
antndolicum 

+ + 

+ + 

+ 

+ + 

4- 

4- 

(7) 

gelb 

dunkel- 

orange 

4- 


— 

(7) 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

4-4- 

L _ 

4- 

(11) 

schwach 

gelb 

dunkel- 

orange 

4- 

— 

- 


~T~'’ 

(+) 

+ -f 

+ + 

4 - 

4- 

(9) 

olivgrtin 

wei&lich- 

grttn 

4- 

"((+))“ 

__ 

Bad. roll ear. 
albtdoUque^ 

+ 

1 

+ 

f 

+ 

4- 

4 

(B) 

schwach 

gelblich 

schwach 

orange 

4- 

— 

4- 

faeiens HoUtger 
(21) 


ohne Sinreznsatz geprefit gelagert hatte. 

au8 kusen krUftlgen Stabohen. Nor die Stamme 279, ll, 6, 261, 5 and 289 batten etwaa schlankere Formen. 
bandeu wiren. 


25 * 
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s 

z 

-s' 

sg 


VilohEuckensersetcimi 






■is 

o 

(3 

fl 





6 


Kolonioii 

Wachstum 

JS 

V 

1 

a 

3^ 

ta 

75 


ns 





S 

cfi 

Herknnft 

anf 

Bouillon- 

auf 

Kartoffeln 

■s 

t 

& 

1 

► 2 
® 2 
flS 

2 

o 

Agar 

Bouillon 


agar 


1 



1 












Srg 

Gbdg 

Srg 

mg. 

27 

Mais (fiisch) 

>\eiBlich 

grauweiB bis gelb- 
hch, flach, foueht 

(+) 

- 


f 

(15) 


+ + 


+ + 

- 




glanzond 









271 

OraB mil S6ure- 

wpililich 

golbbraun, er- 

++ 

_ 

+ 

■f-f 

— 

+ 

- 

+ 



zasatz (3 Std ) 


habPii, sahlg, 




(13) 








schleimig 










298 

Gras mit Stlure- 

gelb- 

oraiigogelb, zaite 
Aufldge, troeken 

++ 

__ 

+ 

+ + 

(6) 


f 

_ 

+ 



znsat/ (1 Tag) 

braunllch 









301 

Gras (1 Tag) 

gelb- 

braunlich 

orangegolb, 
flach, feuont, matt- 

-f- 



(tl) 


(4-) 


(+) 

- 




glanzend 






















1 

Riesclfpldc'r- 

gelb- 

golbbraunllch, flarh, 

f + 


+ 

4- -{■ 



— 

— 

— 


|rras (frisch) 

braunlich 

feucht glanzond 




(10) 






b 

Eicselfoldcr- 

\N oifilich 

schwach rOtlich- 

i- 

_ 

+ 

0 


+ 

— 

+ 



gras mit SHuro- 


gelb, erhabon, 




(3*)) 







znsatz (3 Std ) 


saftig glanzend 





I 





29 

Mala (frisoh) 

gelblich 

gelblich, flach, 
feucht glanzend 

+ -1- 

_ 

-1- 

+ 



___ 

— 

— 





(15) 






260 

Gras (frlsch) 

gelblich 

mattgelb, flach, i 

++ j 

— 

+ 1 

+ + + 1 

~ ; 

(+) 

((4-)) 

(+) 

((+)) 


feucht glanzend | 




(4) 1 






26 1 

Gras (frisch) 

weiBllch 

braun, flach, feucht I 


_ 

+ 1 

+ + + 1 




— 




glanzend 1 



1 

(*) 







262 

1 Gras (frisfh) 

gelblich 

gelbbraunhch, flach, 

++ 

__ 

1 + 

+ + 


— 

— 


_ 


1 feucht glanzond 



1 

(11) 






277 

Gras mit saure- 

gelblich 

gelbbraunlich, 

+ 

~ 

(f) 

+ 

i - 1 

4- 


4- 

— 


1 zusatz ^3 Std ) 

etwas erhaben und 




(18) 








1 schleimig 



1 


1 





290 1 

Gras (frisch) 

gelblich 

1 gelbbraunlich, flach, 

+ + 


+ 

+ 

- 

— 

— 

""(47 

[ 1. 




matt, troeken 


l_ , 


(13) 

L 




. 1 --. 

2 

Rieselfeldor- 

i\et611ch 

I weifilich, etwas 

+ + 


i- 

+ + + 

r- 

- 

- 

alka- 

hsch 

1 


gras (frisch) 


erhaben saftig 
glanzend, schleimig 




(8) 

I 

1 1 





5 1 

Rlpselfelder- 

\\eifilich 

schwach graugelb, 
flach, feucht 

+ 

— 

+ 

+ + + 

1 - 



alka- 

- 


gras mit Saure- 





(8) 




llsch 



zusatz (8 Std) 


glanzend 










7 

Rieselfelder- 

;l weifilich 

gelbbraunlich, flach. 

I + 


+ 

'1T+” 

— 



alka- 



gras mit Saure- 
zazatz (3 Std ) 


feucht glanzend 




1 18 ) 




llsoh 



Oias fl Tag) 

1 

' >\plBlich 

matt grauweiB 

1 

- 

+ 

1 +4- + 

— 

— 

1 ~ 

alfca- 

- 

1 

flach, feucht 

1 



j (9) 



1 

llsch 





glanzend 






1 




ipr — 

_ 

gelbb:rtlunlich, er- 

i 




1 ~ 

“■ 



"-Z- 

Jiact 

Vergleichs- 

wcifillph 

^ + 

— 

+ 

0 


4*f 

1 

+ 4* 

4--^ 

eoU 

stajnm* 


haben, saftig, 




(86) 

1 





ffanr 



glanzend 



1 

1 



1 




* Ani der Forsehangmtetle fb landwirtschaftliche OdinnKeii in Berlin 
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(Forteetzung). 


a 


Tranbenzacker 
zersetznng in 


Milch- 

gerin- 

nnng 

(nach 

Tagen) 

Bromtbsrmolblau- 

agar 

Probe 


QiUe- 

dentlftna- 

violets 

BouiUon 

Agar 

Bouillon 

Farbe 

des 

Agars 

Farbe 

der 

Kolonien 

0 

h 

1 

is 

Is 

Qnyipen- 

aufstellung 

mg. 

Srg 

aMg 

Srg 

Gbdg 






- 

+ + 

- 

44 

- 

4 

(6) 

gelb 

dunkel- 

orange 

4 

(4) 

4 

Bad coli var. 
albidoltque- 


4- 


4 


4 

(12) 

olivgriln 

dunkol- 

orango 


4 


factent HolHqer 
(21) 

- 

+ 

“ 

4 

- 

4 

(11) 

gelb 

dnnkel- 

orange 

- 

(4) 

(4) 

Bad flavum 
Fuhmann (5) 


+ 

“ 

4 


4 

(12) 

gelb 

dnnkel- 

orange 

■ 

4 

4 

- 


r 

4 

- 

4 

(11) 

nicht ge- 
A^achsen 

nicht ge- 
wachsen 

4 

- 

- 


— 

— 


— 

~ 

4 

(11) 

Bchwach 

gelblich 

dunkel- 

orange 

4 

“ 



+ 

- 

- 

- 


(10) 

nicht ge- 
A\achsen 

nicht ge- 
^aebsen 

- 

~ 

+ 




(4) 

(4J 

(4) 

4 

H) 

nicht ge- 
wachsen 

nicht ge- 
wachsen 

4 

- 

- 

Bad herbicola- 

- 


” 

- 


i- 

(8) 

nicht ge- 
i^achsen 1 

nicht ge- 
wachsen 

- 

- 

1 -1 

Arten (45) 

~ 

- 


— 


4 

(11) 

nicht ge- 
^acbsen 

nicht ge- 
wachsen 


4 




«+)) 

~ 

"(4) 

~ 

4 : 

(7) , 

nicht ge- 
wachsen 

nicht ge- 
wachsen 

f 


1 _ 


+ 

4 

1 

1 4 

- 

4 

(11) 

nicht ge- 
wachseii 

1 nicht ge- 
wachsen 

4 

- 

— 


-* 


j 


- 

peptoni- 
siert (12; 

dnnkel- 

blaugrOn 

dunkel- 

olivgriln 

4 

4 

44 




- 



peptoni- 
siert (9) 

nicht ge- 
wachscn 

mcht ge- 
WBChsen 

4 

— 

““ 

nicht nttber be* 
stlmnite Arten 
(2) 


— 

— 

— 

1 ~ 

poptoni- 1 
siert (10) 

nicht ge- 
^achsen 

nuht ge- 
wachsen 

— 






— 


peptoni- 
siert (9) 

nicht go- 
wachsen 

nicht ge- 
wachsen 

iT- 





+ 4 

44 

44 

44 

4 

(16) 

gelb 

dunkel- 

orange 

4 

- 

- 
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von Sanren ausgesetzt gewesen waren, traten neun IndolbiJdner auf, 
von'denen nnr einer, n&mlich Stamm 317, auf Agar und Gelatine gelb- 
braunliche Kolonien bildete, aber Gelatine nicht veifliissigte. Dieser 
Refund berechtigt zu der Annahme, daB die gelblichen Indolbildner 
empfindlicher gegen Saure sind und darum bei der biologischen TJnter- 
suchung des eingesauerten griinen Klanzenmaterials um so seltener 
gefunden werden, je saurer das Putter geworden ist. Die weiBlichen 
und durchscheinenden indolbildenden Stamme dagegen besitzen eine 
groBere Widcrstandsfahigkeit gegen Sauren und treten deshalb starker 
auf den Flatten in Erscheinung, die von saurerem Material gegossen 
wurden. 

Die Organismen Nr. 18, 22, 33, 279, 307 und 312 orwiesen sich 
nach alien ihren Eigenschaften als Bact. coli commune Escherich \K, B. 
Lehmann und R. 0. Neumann (37), /. E. Minkewitsch (43), R. Kopp (31)] . 
Bei Stamm 317, der nur in der gelblichen Parbo seiner Kolonien auf Agar 
und Gelatine von den vorhergehenden abweicht, scheint cs sich um das 
von K. B. Lehmann und R. O. Neumann angegebene Bact, synmrUhum 
Ehrenberg zu handeln. 

Die in der Tabelle folgenden Stamme 26, 30, 300 und 302 unter- 
scheiden sich, wie bereits erwahnt, von den vorher genannten zunachst 
dadurch, daB sie Gelatine verfliissigen. Sie zoigen alle eine gelbbraunliche 
Farbe der Kolonien, so daB sie zu Bact. coli var. luteoJiquefacienSy das 
h^.Holliger (19) beschreibt, gerechnet werden miissen. Die beiden zuerst 
genannten Stamme zeichnen sich weiter dadurch aus, daB sie Milch- 
und Traubenzucker ohne Gasbildung zersetzen. Gber eine gleiche 
Variation berichten auch F. Levy (38) und I. E. Minkeimtach (43), die 
fiinf Grundtypen fiir die Coli-Aerogenes-dTwppe angeben. Nach diesen 
Autoren wurden die beiden Stamme zu Typus III Bact. coU-aerogenea 
zu rechnen sein. Die Stellung des Stammes 26 ist in diesem System 
jedoch nicht ganz eindeutig, da er bei der Priifung in GaJle-Lactose- 
Gentianaviolett-Peptonwasser Milchzucker unter Gasbildung vergart. 

Diese Nahrfliissigkeit wird von M. A. Kessler und /. C. Swenarton (24) 
zu Elektivkulturen fiir CoW-^erogenea-Bakterien benutzt und auch von 
K. /. Demeter (4) und /. E. Minkeudtsch (42) fiir die Untersuchung der 
Milch auf Organismen dieser Gruppe empfohlen. Die hier behandelten 
Stamme wurden gleichfalls nach dieser Methode gepriift und die Ergebnisse 
in der Tabelle aufgefiihrt. 

Alle nun folgenden Stamme unterschieden sich von den vorher- 
gehenden grun^legend dadurch, daB sie in Bouillon kein Indol bildeten. 
Da in alien Fallen schon die Ausgangskulturen sofort nach Isolieren 
der Stamme auf ihro Fahigkeit, Indol zu bilden, gepriift wurden, steht 
feat, daB sie diese Eigenschaft von vomherein nicht besessen haben. 
Die Indolreaktion wurde stets nach N. Kovdea (33) angestellt. 
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Die Staxmne 11, 15, 295 und 316 verhalten sich im tibrigen genau 
ao wie echte CoZi-Bakterien. 

Moniaa (45), der 75 CoW-St&mme untersuohte, teilte diese Organismen 
in indolbildende und nicht indolbildende ein. Von P, Fabry (ll) wurde 
ebenfalls ein nicht indolbildendes Bad. coli geziichtet, das er Bad. coli 
oommunior nannte. Wahrend R. Kopp (31) berichtete, daJ3 et bei der 
Bestimmung der Fidcaltiter nach A.Oerabnch (15) bei der Wasserunter- 
Buchung mitunter ein typisches Bad. coli anindolicum fand, beschrieb 
W. Benecke(\) von Gras isolierte CoZi-Stamme, denen Indolbildung fehlte. 

Die Eigenschaften der Kulturen 17, 20, 27 und 271 stimmen 
weitgehend mit denen von Bad. coli vat. albidoliquefaciena Holliger 
iiberein, nur ist bei ihnen die Gasbildung in zuckerhaltigen Nahrboden 
weniger regelmaBig. Sie sollen sich in dieser Beziehung eigentlich 
wie Bad. coli verhalten. Doch kommen, wie K. B. Lehmann und R. 0. 
Neurmnn, gestiitzt auf Untersuchungen von F. Levy (38), erwahnen, 
auch nicht gasbildende Organismen dieser Art vor. Die Kulturen 17 
und 20 zeigen weder in Milchzuckeragar noch in Milchzuckerbouillon 
Gasbildung, sondern nur in der Galle-Lactose-Nahrfliissigkeit. Die 
beiden tibrigen Kulturen zersetzten IVClchzucker iiberhaupt nicht unter 
Gasbildung. H. Qeilinger (14) fand bei seinen Untersuchungen iiber die 
Bakterienflora des Mehles ebenfalls Organismen, die er zu der genannten 
Gruppe stelltc. 

Die Stamme 293 und 301 gchoren ihrem ganzcn Verhalten nach 
am wahrscheinlichsten zu Bact. flamm Fuhrrnann (13). 

Als nachste Grup]X) ist Bad. herbicola L. und N. zu nenjit^n, der 
die Stamme 1, 6, 29, 260, 261, 262, 277 und 290 wegen der im aUgemeinen 
fehlenden Gasbildung nahestehen. Bis aiif die Stamme 6 imd 277 
unterscheiden sic sich al)er von dieser Gruppe durch ihre mehr oder 
weniger starke Gelatineverfltissigung. Auch weichen sie von dem 
typisclien Bad. herbicola in der Farbe der Kolonien ab. Als weiBe 
Parbenvarietaten dieser Gruppe sind die Stamme 6, 261 und 277 zu 
nennen. Einen Stamm mit roter Farbstoffbildung und ohne Gelatine- 
verfliissigung beschreibt M. Dilggeli (8) unter der Bezeichnung Bad. 
herbicxda var. rubrum. 

Obwohl die iibrigen Stamme 2, 5, 7 und 289 in ihren morphologischen 
Eigenschaften, in der Form und Farbe der Kolonien, so wie in der Nicht- 
farbbarfceit nach Oram mit den coZmhnlichcn Bakterien libereinstimmen, 
sind sie doch nicht zu einer dor hier aufgefiihrten Ai*ten zu reebnen. 
Durch ihre Unfahigkeit, Zucker zu vergaren, und ihr Verhalten in Milch, 
die sie peptonisieren und ebenso wie Milchzuckerbouillon alkalisch 
machen, entfemen sie sich zu weit von der Cdi-Aerogenes-Grappe. 

Unter&uchung der Kulturen nach der armrikanischen Mdhode. — 
Neben den vorher beschriebenen Untersuchungen iiber die Zucker- 
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verg&ning^ Indolbildung, Gelatineverfliissigung usw. wurden die am* 
gewahlten Stamme noch den vier Priif ungen unterzogen, die in Ameriba 
zur Diagnostizierung von BacL coli und Bact. aerogenea bei der Wasser* 
untersuchung angewendet werden [Staindard Methods of Water-Ana- 
lysis (57)]. Oahin gehoren auBer der Indolprobe die Voges-Proshauer-, 
die Methylrot-, die Koser^che Citratprobe und die Prtifung auf Brom- 
thymolblauagar nach JET. J. Burke und 0’ D, Gaffney (3). 

C. G, Ruckhoff, /. C. Kallas^ B, Chinn und E. W. Counter (63) fanden 
die Indolreaktion bei Bact, coli sehr best&ndig» auch bei Paesagen durch die 
versohiedensten Nahrbdden. Allerdings lieB sich, wie aus der von ihnen 
atifgestellten Tabelle hervorgeht, aus dem Auftreten dieser Eeaktion bei 
der Untersuchung von Wasser zur Feststellung des Co/t-Titers nicht mit 
Bestimmtheit darauf schlieBen, daB sie allein von Bact. coli hervorgerufen 
wurde, da sie auch bei Gregenwart von Bact, aerogenes in Mischkulturen 
mit fremden Organismen eintreten konnte. Bei Reinkulturen ist die Indol- 
bildung in Zweifelsfallen immer ausschlaggebend fiir die Unterscheidung 
von Bact, coli und Bact. aerogerhea. In ahnlicher Weise ftuBerte sich iiber 
den Wert der Indolprobe bei Mischkulturen L, E» den Doorende Jong {1)^ 
der Indolbildung auch bei einem Stamm von Bac. megaterium und bei Bact, 
proteua feststellte. Nach W, Blumenberg (2) tritt ferner bei einzelnen 
Stammen von Bact cloacae Indolbildung auf. 

Die V ogea-Proakauer -Vtohe beruht auf der Fkhigkeit einiger Mikro* 
organismen, in zuckerhaltigen Nahrldsungen Acetoin zu bilden [F, Vogea 
und B, Proakauer (69)]. Das Acetoin, das unter Mitwirkung des Luft- 
sauerstoffs langsam zu Diacetyl oxydiert imd durch die hinzugefiigte starke 
Lauge in Chinon iibergefiihrt wird, liefert mit den Amidgruppen der Pepton- 
Idsiuig rotgefarbte Chinone. O. C. Ruckhoff und Mitarbeiter (63) geben 
diese Probe als unbedingt zuverlassig fiir den Nachweis von (7ol^>Bakterien 
in Wasser an. Da die Gewinnung der Kulturen 4 Tage dauert und die 
Eeaktion erst nach weiteren 12 Stimden abzulesen ist, hat C. H, Werk- 
man (61) die Methode dadurch etwas abgekiirzt, daB er zu der Kultur nach 
der Bebriitung einige Tropfen FerrichloridlOsung hinzugibt. Auf diese 
Weise wird nicht nur die Eeaktion sofort hervorgerufen, sondem auch der 
Aufenthalt der Kulturen im Brutschrank auf 3 Tage verringert. 

Q, A, Lindaay und C . M . Meckler {B9) ver&nderten die Methode von 
C, H, Werkman (61), indem sie einfcK^he Nithrbouillon verwendeten und 
diese nur 24 Stimden bebriiteten. Nach dieser JZeit wird die Eeaktion in der 
gleichen Weise angestellt, wie es C, H. Werkman angegeben hat. Eine 
zweite Schnellmethode der genannten Autoren zur Unterscheidung von 
Bact coli imd Bact. aerogenes beruht auf dem verschiedenen Eeduktions- 
vermbgen der beiden Bakterienarten, das durch Hinzufugen von Methylen- 
blau zu der 24 Stunden lang bei 37^ bebriiteten Bouillonkultur gepriift wird. 

Gegen die Fogc^-Predbaiwf-Probe sowie gegen die Methylrot-Probe, 
zu der die andere H&lfte derHelben Kultur benutzt wird, sind von ver- 
schiedenen Seiten Einwtode erhoben worden. Naoh M. Klimmer, H, Haupt 
und F. Borchers{21) sowie M, Klimmer, H. Haupt und R. Roots (28) zeigten 
die beiden Proben bei ihren Versuchen so ungenaue Ergebnisse, daB man 
sie als unzuverlassig bezeichnen muB. Die Unsicherheit in der Unter- 
scheidung von Coli und Aerogenes nach den beiden Proben, auf die auch 
l,W,Hunge8ter und /S. A. Anderson (60) hinweisen, veranlaBten H,Jl 
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Burhe tind O' D. Qaffney einen N&hrboden zusammenzustellen, durch 
den es mit Sioherheit gelingen soli, die beiden Bakterienarten diagnostisch 
voneinander zu trennen. Zu diesem Zwecke empfehlen sie einen Glucose- 
Phosphat-Bromthymolblau-Agar, auf dem Bact, coli orangegelbe und Bact. 
uerogenes grasgriine Kolonien bildet. Da auf diesem N&hrboden auch 
Staphylococcen gut wachsen und wie Bact, coli orangegelbe Kolonien bilden, 
setzen M, Klimmer^ H. Haupt und F. Borchera (27) dem N&hrboden auBerdem 
nooh Trypallavin zu, das die Entwicklung jeglicher Begleitflora ver- 
hindem soil. 

Die Acetoinbildung, die die Grundlage der Vogea-Proakauer-B^aiktion 
bildet, ist eine Eigenschaft, die bei den Bakterien sehr verbreitet ist 
[A, Piri (61), H. Deamota (6), L, Orimbert (16), H. Schmalfuaa und H, Barth- 
meyer (66), C, B, van Niel, A. J. Kluyver yxndi H. Q. Derx (49), A, J. Kluyver, 
H. J. L, Donker und F. Viaaert H Hooft (29), O. Neuberg und E, Rein- 
furth (48), C, Neuberg und O, Qorr (47), L. Elion (9, 10)]. Daher erkl&ren 
L, M, Horowitz- Wlaaaowa und C . A, Rodionowa (20) ebenso wie andere 
Autoren die Vogea-Proakauer-Vroha zur Differenzierung von BacL coli 
und Bact, aerogenea fiir nur sehr bedingt anwendbar. 

Die vierte Probe der Standard Methods of Water- Analyaia (67) fiir den 
Nachweis der Arten in Wasser ist die Citrat probe von S, A, Koaer (32). 
Naxjh ihm beruht die Brauchbarkeit einer citrathaltigen Nahrldsung darauf, 
daB Bact, aerogenea C’itrate ausnutzt, auch wenn sie die einzige Kohlenstoff- 
quelle sind, Bact, coli aber nicht. XJntersuchungen von M. Klimmer^ 
H, Haupt und F, Borchera (27) in dieser Bichtimg fiihrten zu demselben 
Ergebnis. K, Peach (62), der einen festen citrathaltigen N&hrboden be- 
schreibt, legt den Begriff des Bacterium coW* geradezu in der Weise fest, 
daB von diesem Organismus keine Kolonien auf Citratagar gebildet werden. 

Wegen der Unsicherheit jeder einzelnen hier aufgefiihrten Probe 
wird von C. C, Ruckhoff xmd Mitarbeitem (53) fiir die sichere Differen- 
zierung von Bact. coli und Bact, aerogenea immer wieder die Anwendung 
aller vier gefordert. Sie sehen den Beweis erst dann als erbracht an, wenn 
alle vier Proben ein eindeutiges Ergebnis zeigen. 

I. E. Minkewitach (43) wendete die in Deutschland iiblichen und die 
amerikanischen Untersuchungsmethoden nebeneinander an imd teilte die 
Coli-Aerogenc8-Ba.liteTien je nach ihrem Verhalten in den beschriebenen 
vier N&hrmedien und ihrer F&higkeit, die verschiedensten Zuckerarten mit 
Oder ohne Gasbildung zu verg&ren, in fiinf Gruppen ein. Von A. I. Salle (64) 
werden ebenfalls die vier Proben fiir geeignet zum Nachweis und zur 
Unterscheidung von Bact, coli und Bact. aerogenea gehalten, doch wird von 
ihm, damit man ganz sicher geht, als fiinf te Probe die Benutzung eines 
besonders zusammengestellten N&hrbodens empfohlen. 

Dagegen lehnen H, Lehmann und H.J.Juaatz(Z0) die Proben von 
C. C. Ruckhoff und Mitarbeitem (63) als unbrauchbar zu einer genaueren 
Unterscheidung von Bact, coli und B(^ct. aerogenea ab, da bei ilirer An- 
wendung die biochemische Ver&nderlichkeit der Coii- Gruppe unter ver- 
schiedenen &uBeren Einfliissen imberiicksichtigt bleibt. 

Aus der Tabelle ist zu erseheu, welches Ergebnis die Untersuchung 
der vorliegenden St&mme nach der amerikanischen Methode hatte. 
Die von uns als typische CoZt-Bakterien erkannton Stamme verhielten 
sich auch nach den genannten vier Proben genau wie Bo/d, c6l.i commune. 
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Sie bildeten also auf Bromthymolblauagar orangegelbe Kolonien, 
waren methylrotpositiv imd erwiesen sich gegeniiber der Voges-Pros- 
foiwer-Probe und der iiTo^erschen Citratprobe als negativ. Sobald aber 
irgendwelche kleinen Abweichungen von dem 6rundt3rpuB des BiKt, cdi 
auftraten, fielen die drei zuletzt erwahnten Proben sehr wechselnd aus. 
Auch innerhalb der einzelnen nach K. B, Lehrmnn und R, 0. Neumann 
aufgestellten Gnippen ergaben sich die verschiedensten Zusammen- 
stellungen. 

Schon in der Gruppe des Bact. colt var. luteoliquefaciens, die wegen 
ihrer Tndolbildung dem typischen Bact, coli noch ziemlich nahesteht, 
zeigen zwei Stamme (Nr. 26 und 30) eine abweichende Voges-ProsJcavsr- 
Reaktion. Ahnlich liegcn die Verhaltnisse bei der Gruppe Bact. coli 
anindolicuvii die dem Bact. coli noch naher steht als die vorher genannto 
Art. Wahrend ein Stamm (Nr. 295), wcnn auch nur schwach, die Voges- 
Proskaucr-Beaktion gibt, zeigt ein anderer (Nr. 11) deuthches Wachs- 
tum in KoserschoT Citratlosung. Noch groBere Abweichungen machen 
sich bei den unter Bact. coli var. albidoliquefaciens zusammengefaBten 
Organismen bemerkbar, da sie fast samtlich nach Koser positiv sind. 
In einem Falle (Nr. 271) war sogar die Methylrotprobe negativ. 

Unter den Aer6icoZaahnlichen Stammen kommon sowohl solche 
(Nr. 1, 6, 260, 277 und 290) vor, die nach den amerikanischen Proben 
die typischen Eigenschaften von Bact. coli zeigen, als auch mehr oder 
weniger stark davon abweichende (Nr. 29, 261 und 262). Obwohl 
sich also alle Organismen dieser Gruppe nach dem deutschen Unter- 
suchungsverfahren weitgehend von Bact. coli entfernen, miiBten sie 
nach der amerikanischen Methode zum Teil xmbedingt als ausgesprochene 
Vertreter dieser Bakterienart bezeichnot werden. — Besonders bemerkens- 
wert ist das Ergebnis bei den Organismen der Gruppe Bact. flavum, 
die nach den drei amerikanischen Proben zu Bact. aerogenes gerechnet 
werden miifiten, wahrend das Fehlen der Gasbildung in zuckerhaltigen 
Nahrmedien deutlich darauf hinweist, dafi sie nicht dazu gehoren 
konnen. 

Eine Sonderstellung unter den amerikanischen Proben nimmt der 
Bromthymolblauagar von H. J. Burke und O' D. Gaffney ein, auf dem 
die Kolonien fast aller Stamme die fiir Bact. coli typische orangegelbe 
Farbe zeigten. Nur zwei Kulturen (Nr. 2 und 17) machten davon eine 
Ausnahme, gaben aber nicht die fur Bact. aerogenes charakteristische 
grasgriine Farbe. Fast samtliche herhicolaaYivlacloeTL Organismen sowie 
die in der letzten Gruppe aufgefuhrten nicht naher bestimmten 
Stamme, mit .Ausnahme von Kultur Nr. 2, kamen auf diesem Spezial- 
agar nicht zur Entwicklung. 

Demnach hat sich ein Bakterium, das sich sowohl nach den vier 
amerikanischen Proben als auch nach der deutschen Untersuchungs- 
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methode einwandfrei als Bact, derogenes erwies, unter den gepniften 
Stammen nicht finden lassen. 

B. Temperaturoptimum und -maximum der Organismen* 

Vielfach wird hervorgehoben, daJ3 das gew6hnliche Bact. coli, das von 
Warmbliitem stammt, noch bei 45 bis 46^^ die verschiedenen Reaktionen 
zeigt. R. Kopp (31) verlangt z. B. fiir die Bestimmung des Fakaltiters von 
Bact. coli, dal3 sowohl die Indol- als auch die Gasbildung bei 45® eintreten, 
^&hrend A. Qershach (15) die Indolbildung auch bei 37° als Beweis fiir die 
Gegenwart von Bact. coli ansieht. Nach I. E. MinkewUach (42, 44) muJ3 
die Zersetzung der Zuckerarten unter Gas- und Saurebildung wieder bei 
46° vor sich gehen, wenn daraus auf Bact. coU geschlossen werden soil. 
An anderer Stelle allerdings stellt derselbe Forscher [vgl. F. Levy (38)] 
fest, dafi Bebriitung der Garrohrchen mit der von Beclir modifizierten 
Eijkmanachen Ldsung bei 37° und bei 46° keine groBen Unterschiede ergibt. 

Die von den eben genannten Autoren l>enutzten (7ofo‘-Kulturen 
stammten aus dem Darm von Menschen und Tieren und wurden als 
Verunreinigung im Wasser gefunden. Es ist daher von Belang zu 
untersuchen, bei welchen Teniperaturen sich die von griinen Pflanzen 
isolierten Coli- imd coZmhnlichen Bakterien am besten entwickeln, und 
bei welchen Hochsttt'mperaturen ungefahr sie ihr Wachstum einstellen. 

Zu den folgenden Versuchen dienten samtliche indolbildenden 
Stamme. Sie wurden in Bouillon geimpft und bei Zimmertemperatur, 
bei 30, 37, 41 und 46® zwei Tage lang bebriitet. Nach dieser Zeit waren 
alle Stamme bei Zimmertemperatur, 30 und 37® mehr oder weniger gut 
gewachsen. Die Tempera turen von 30 und 37® erwiesen sich als be- 
sonders gunstig, wahrend die Entwicklung bei Zimmertemperatur 
etwas zuruckgeblieben war. 

Bei 41® wuchsen nur noch die typischen Stamme, wahrend 
sich die gelbwachseiiden, indolbildenden Arten der Gruppe Bact. coli 
var. luteoliquefaciens Holliger auch bei langerem Aufenthalt im Brut- 
schrank nicht vermehrten, sondem sogar abstarben. 

Eine Temperatur von 46® vertrug nur das in alien Fallen zu Ver- 
gleichszwecken herangezogene Bact. coli Hoar, das aus menschlichem 
Darm isoliert worden w^ar. Die Fahigkeit, Indol zu bilden, batten alle 
Stamme l>ei den Temperaturen, bei denen sie noch gewachsen waren, 
beibehalten. 

Ein weiterer Versucb, der zeigen sollte, ob die Schichthohe der 
Nahrlosung das Wachstum bei den einzelnen Temperaturen beeinfluBte, 
ergab keine Unterschiede. 

Es wurden drei verschiedene Schichthbhen benutzt: 1. 3 ccm Bouillon 
in schmalen Beagensrdhrchen mit einer Schichthdhe von 5 cm, 2. 5 ccm 
Bouillon in Rohrchen von normaler Weite mit emer Schichthbhe von 3 cm, 
3. 10 ccm Bouillon in 100 ccm-EWenmet/er-KOlbchen mit einer SchichthOhe 
von 0,2 bis 0,3 cm. Irgendwelche Unterschiede in der Schnelligkeit oder 
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Stdrke des Woohstiuns traten hierbei in keinem Fall zutage* Auoh be^ 
ziiglich der Indolbildting waren keine Untersohiede bemerkbar. 

Die Kulturen der fiir jeden Stamm ormittelten hochsten Wachs* 
tnmstemperatur wurden nun zur Beimpfung eines gewohnlichen 
Bouillonrdhrchens benutzt. Nach achtmaligem tJmsetzen in Abstanden 
von je zwei Tagen und Weiterzuchten der Organismen bei der feet- 
gestellten Maximaltemperatur stellte man das neunte Rohrchen bei 
der nftchst hoheren Temperatur auf, um zii priifen, ob infolge Ge- 
wohnung jetzt Wachstum eintrat. Die genannte Behandlung der 
Kulturen hatte aber keinen Erfolg. Die Organismen, die bei den er- 
hohten Warmegraden gehalten wurden, wuchsen nicht nur nicht an, 
sondern gingen sogar zugrunde, wde sich daraus ergab, dafi sie auch 
dann nicht mehr den Nahrboden triibten, wenn sie nach 2 bis 3 Tagen 
wieder in den Brutschrank mit den Ausgangstemperaturen kamen« 

Offenbar hangt dieses Verhalten mit der Herkunft der St&mme 
zusammen, da das aus dem Darm isolierte Bact, coli Hnar noch bei 46® 
wuchs, obwohl es schon jahrelang bei niederen Temperaturen geziichtet 
worden war, wahrend sich die von griinen Pflanzen kommenden Stamme, 
soweit es sich dabei um echte Coli-Arten handelte, zwar noch bei 41® 
vermehrten. aber nicht mehr bei hoheren Temperaturen. Die atypischen 
Stamme waren sogar nur bis 37® lebensfahig. 

€• Terhalten der indolbildenden Stimme bei Aufenthalt in sterilem Leitiings- 

wasser. 

VeranlaBt durch die Angaben von W, Blumenberg (2), C. Diimrt (6), 
F. Sielce und P. Keim (56), daB Bact coli die Fahigkeit zur Indolbildung 
bei langerem Aufenthalt in Wasser verliere, ist von uns in einer be- 
sonderen Versuchsreihe gepruft worden, wdo sich die von griinen Pflanzen 
stammenden indolbildenden Stamme in dieser Hinsicht verhielten. 

Verauchsanordnung. In gewbhnliohe Reagensglkser fiillte man je 
8 com Leitungswasser und sterilisierte sie Stunde im Dampftopf. Von 
24 Stunden alten Bouillonschragagarkulturen wurde dann mit der Nadel 
so viel Bakterienmasse in die Rdhrchen gegeben und an den Wandungen 
sorgfaltig verrieben, daB eine gleichm&Bige schwache Triibimg entstand. 
Von diesen Aufsobwemmungen wurde je eine von jedem Stamm bei Zimmer- 
temperatur und eine bei 30® aufgestellt, um auf diese Weise gleichzeitig den 
EiniluB der Twnperatur zu imtersuchen. Einer Verdunstung des Wassers in 
den Rohrchen beugte man dadurch vor, daB man sie in IFecAiglkser stellte, 
deren Offnung mit einer Gummikappe verschlossen wurde. Diese MaBnahme 
bewdhrte sich gut, da der Wasserspiegel wkhrend der ganzen Versuchs- 
dauer kaum merkbar sank. Auch eine Entwicklung von Schimmelpilzen 
trat nicht ein. ' 

Vcrauchaergebniaac, Nach 16 Tagen war ein Teil der Stamme, die 
bei Zimmertemperatur gestanden hatten, bereits eingegangen, und zwar 
ausschlieBlich solche, die auf Bouillonagarplatten in gelbbraunlichen 
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Kolometi wuchsen iind Gelatine verfliissigten. Diese waren bis auf 
einen alle zugninde gegangen. Die iibrigen, echten CoK-Arten batten 
ihre Lebensfahigkeit und die Eigenschaft, Indol zu bilden, bewahrt. 

Die bei 30® aufgesteUten Wasseraufschwemmungen boten nach 
der gleichen Zeit insofern ein etwas anderes Bild, als bier alle gelb- 
wacbsenden Stamme eingegangen waren und auBerdem von den 
ecbten CoZi-Bakterien zwei Stamme in der Nabrbouillon nicbt mebr 
anWucbsen. Nur vier von den im ganzen gefundenen 13 indolbildenden 
Stammen entwickelten sicb nocb in dieser Versucbsreihe. Die Eabigkeit 
zur Indolbildung war bier ebenso wenig wie in dem ersten Falle verloren- 
gegangen. Eine Wiederholiing dieses Versucbsteils mit den Wasser- 
aufscbwemmungen ergab in alien Einzelbeiten das gleicbe Bild. 

Offenbar ist die Zimmertemperatur nicbt so scbadlicb wie die 
hobere Temjjeratur. Diese ist den Organismen auf die Dauer wabr- 
scbeinUch desbalb weniger zutraglicb, weil sie in der freien Natur nur 
seltener vorkommt. Die Zimmertemperatur mit ihren Scbwankungen 
nacb oben und unten entspricht mebr den naturlichen Verhaltnissen. 
Zu einem ahnlichen Ergebnis kommen M. I'resk und ( 7 . Beale (58), 
nacb denen Bact. coli in Wasser bei bobereu Temperaturen scbneller als 
bei Zimmertemperatur abstirbt. Bei Zimmertemperatur ging der Pi ozeB 
in kleineren GefaBen wiederum scbneller vonstatten als im Freien in 
groBeren Behaltern. Aus den Untersucbungen von R, Koch (30) ergab 
sicb ebenfalls, daB das Absterben der CoZi-Keime in Bier l)ei 4 bis 5® 
langsamer erfolgt als bei 20®. 

Die weitere Prufung der Wasseraufschwemmungen wurde nach 
30, 65, 112, 177, 210 und 370 Tagen vorgenommen. Die Ergebnisse 
stimmten fast vollstandig mit den schon nach 16 Tagen gefundenen 
li herein. Nur hatto sicb der Unterschied in dem EinfluB der beiden 
Temperaturen insofern etwas verschoben, als nach 65 Tagen auch der 
letzte der gelbwachsenden gelatineverfliissigenden Stamme bei Zimmer- 
temperatur eingegangen war. Die Fahigkeit zur Indolbildung konnte 
bei alien am Leben gebliebenen Stammen nocb in derselben Starke 
nachgewiesen werden. Beim Vergleicb der iibrigen Eigenschaften, 
wie Zuckerzersetzung unter Gasbildung, Acetoinbildung, Verhalten 
in Milch, auf Kartoffeln und in Gelatine, stellte sicb bei den einzelnen 
Organismen auch nach 370 Tagen nicbt der geringste Unterschied 
gegeniiber den Merkmalen der Ausgangskulturen heraus. 

Zusammenfassend laBt sicb sagen; Die gelbwachsenden gelatine- 
verfliissigenden Indolbildner sind so wenig an einen Aufenthalt im 
Wasser angepaBt, daB sie darin fast alle innerhalb von 16 Tagen ab- 
sterben. Die typischen GoZi-Bakterien dagegen vertragen den Aufenthalt 
im Wasser sehr gut. Eine Temperatur von 30® wirkt auf die Organismen, 
und zwar auch auf die typischen CWt-Arten, im Wasser ungiinstiger 



380 


G. Buschxuann u. W. Meyer : 


als Zimmertemperatur. Die Ffthigkeit zur Indolbildung ging selbst 
bei 370t&gigem Axifenthalt im Wasser in keinem einzigen Fall verloren, 
so dafi sich die Beobachtungen von W, Blumenberg (2), C. Diinert (6), 
F, Sieke und P. Keim (56) nicht bestatigen lieBen. Vielmehr zeigte 
sich die Indolbildung als eine sehr konstante Eigenschaft der Organismen, 
wie auch C, C. Bttckhoff und Mitarbeiter (53) feststellten. L. W, Kvlp (35), 
der Bact. coli jahrelang in steriler Gartenerde hielt, kommt dabei zu 
dem Ergebnis, daB die Indolbildung in der Starke zwar etwas schwankt, 
aber doch bestehen bleibt. 

D. Yerhalten der indolbildenden St&mme auf zuckerreiohem N&hrboden. 

Zu dem vorerwahnten Ergebnis fiihrte ein anderer Versuch mit 
den indolbildenden Stammen. Es sollte gepruft werden, ob sich die 
Eigenschaften der Organismen, und zwar besonders ihre Fahigkeit zur 
Indolbildung, dadurch beeinflusson lieBen, daB sie langere Zeit auf einem 
eiweiBarmen, aber zuckerreichen Nahrboden fortgeziichtet wurden. 
Wie I . E . Minkemtech (4:4:) in Ubereinstimmung mit A, Fischer (12) 
berichtet, geht die Fahigkeit des Bact. coli, Indol zu bilden, in zucker- 
haltigen Nahrmedien verloren. 

Als Nahrboden diente bei unseren Versuchen Bierwiirzeagar, der etwa 
5 % Zucker enthielt. Die Stamme wurden zunfichst 3 Wochen lang taglioh 
auf diesem Nahrboden umgeimpft. Dann erfolgte das Umsetzen nur alle 
14 Tage. Nachdem die Stamme 3 Monate lang auf Wiirzeschragagar ge- 
wachsen waren, wurden sie auf ihre Eigenschaften hin imtersucht. 

Bei diesem Versuch zeigte sich wiederum, daB die gelbwachsenden 
gelatineverflussigenden Formen gegen ungiinstige Verhaltnisse viel 
empfindlicher sind als die typischen Coit-Arten. Die weniger charak- 
teristischen Formen gingen nach 13maligem Umsetzen ein, nachdem 
sie schon seit der neunten 'Qberixnpfuiig schw&cber gewachsen waren. 
Solange die Organismen aber noch lebensfahig waren, lieBen sie keinerlei 
Veranderungen ihrer Eigenschaften erkennen. 

Ebenso ergaben sich bei der Untersuchung der t 3 rpischen Coit- 
Bakterien, die 3 Monate auf Wurzeagar gewachsen waren, keine Unter- 
schiede gegeniiber den Ausgangsstammen. Die Indolbildung war in 
alien Fallen unverandert geblieben. 

£• Versuche iiber die Yerftnderlichkeit der Organismen bei Erhitznng. 

Nachdem die Eigenschaften der einzelnen Stamme und die Be- 
standigkeit verschiedener Merkmale untersucht worden waren, wurden 
die Versuche voA C. HuUig (21, 22) fiber die Veranderung von B<xct, 
coli beim Erhitzen in Wasser nachgepnift. Dabei ist sowohl auf eine 
Veranderung der Koloniefonn db auch der morphologischen und physio- 
logiflchen Eigenschaften der Organismen geachtet worden. 
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C. HiUtig (21) teilt mit, daB sich bei Erhitzen seiner Her&ioeZa- St&mme 
anf 68 bis 60® eine Umwandlung der St&bchenform in die Streptokokken> 
form feststellen lieB. Biese entstand bei ein oder mehrmaligem Erhitzen 
von w&sserigen Aufschwenimungen dadurch, daiB sich die St&bchen mehr 
nach dem einen Ende hin teilten und zunachst zwei nngleich lange Organis- 
men bildeten. Durch weitere Teiltingen wird dann schlieBlich aus der 
St&bchen- die Streptokokkenform. In einer zweiten Arbeit beschreibt 
C7. Hiittig (22) diese Umwandlung allerdings in anderer Weise. Danach 
warden aus den urspriinglichen ^mmnegativen HerfticoZo- St&bchen nach 
mehrmaligem Erhitzen und langerer Kultur auf Schr&gageu* gramXe^Me 
St&bchen. Als zu diesem Zeitpxmkt die Bakterien dann nochmals 
erhitzt warden, entstanden die grompositiven Diplokurzst&bchen und 
Streptokokkenketten, die in alien Eigenschaften dem Streptococcus lactis 
Lister Lohnis glichen. Durch l&ngeres Aufbewahren der so erhaltenen 
St&mme und fortgesetztes Umsetzen auf Milchzuckeragar oder vorsichtiges 
Erhitzen auf 66® gelang es Hiittig (22) auch, die Organismen aus der Strepto- 
kokkenform wieder in die Stabchenform zuriickzuverwandeln. 

P. Kuhn und K. Sternberg (34), deren Technik C, Hiittig (21, 22) iiber- 
nommen hat, sprechen ebenfalls von einer Verwandlung der CoZi- St&bchen 
in die verschiedensten Formen durch vorsichtiges Erhitzen. Die entstandene 
Kokkenform entspricht nach diesen Autoren einer von ihnen als C-Form 
bezeichneten „widerstand8f&higen Form der Bakterien“. Sie beobachteten 
das Auftreten solcher „C-Formen“ besonders dann, wenn eine Kultur 
gewissen sch&dlichen Einfliissen ausgesetzt worden war. Ahnliche Um- 
wandlungsformen wie P. Kuhn imd A. Sternberg (34) fand auch W. Hau- 
«am(18), der diese Formen als Cbergangserscheinungen innerhalb des 
Lebenszyklus vonBact^coU ansieht. Dagegen lehnt Hadley (\1) eine 
Umwan^ung der Bakterien vdllig ab, ist vielmehr der Ansieht, daB solche 
Erseheinungen auf einem Pleomorphismus der Bakterien beruhen*. 

M. Neisser (46) und E. Kluneberger (26, 26) haben die Versuche von 
(7. Hiittig nachgepriift und kommen zu dem SchluB, daB es sich dabei um 
lYemdinfektionen gehandelt haben muB, zumal diese bei der Technik des 
Ausspatelns gegeniiber dem PlattenguBverfahren, wie aus Versuchen von 
E, Klieneberger (26) hervorgeht, sehr leicht auftreten. Eine Umwandlung der 
Organismen, wie sie von Hiittig (21, 22) erhalten wurde, gelang E. Kliene- 
berger (26) in keinem einzigen Fall. 

Auf die Wichtigkeit der Verwendung von absoluten Reinkulturen bei 
Untersuchungen fiber die Verwandlimg einer Bakterienart in eine andere 
weist auch A. 1, Virtanen (60) hin, nach dem sich bei solchen grundlegenden 
Ver&nderungen auch der Enzymapparat der Organismen umbilden miisse. 
Da sich aber derartige Umbildungen nie nachweisen lieBen, lehnt Virtanen 
eine Umwandlung der Bakterien ab. 

In einer Erwiderxmg auf die Arbeit von E, Klieneberger (26) wendet sich 
C. Hiittig (23) gegen den Vorwurf des unsauberen Arbeitens rmd schiebt das 
Versagen ihrer Versuche auf falsche Versuchsanstellimg. 

Die von uns mit den Stammen 15, 22 und Cdi Hoar durchgefiihrten 
Untersuchungen lehnten sich genau an die Methodik von C. Hiittig (22) 

^ Vgl. hierzu auch die Angaben in der soeben erschienenen Arbeit von 
W. M, F. Lange (Beziehung zwischen der Formver&nderlichkeit und einem 
Formenkreis bei Pact, col% J. bact. 25, 123, 1933), der einen Lebenszyklus 
der Bakterien ablehnt. 
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an. Die 24fitundigen Agarreinkulturen wurden xnit sterilem LeitungB«> 
wasser abgeschwemmt und nach Teiltmg 5, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 
85 und 90 Minuten lang bei 58 bis 60® im Wasserbad erhitzt. Die so 
erhaltenen Abschwemmungen dienten zur Ausspatelung auf Chinablau- 
Traubenzucker- und auf Chinablau-Milchzucker-Agarplatten. Zur Kon- 
troUe wurden von den nicht erhitzten Abschwemmungen mit den beiden 
zuckerhaltigen Nahrboden Flatten gegossen. — AuBerdem sind von den 
erhitzten Abschwemmungen mit den gleichen Nahrboden Flatten 
gegossen worden, damit durch Vergleich eine bei dem Ausstrichverfahren 
eingetretene Infektion sofort festgestellt werden konnte. Hierbei be- 
stand allerdings die Gefahr, daB die durch Erhitzung geschwachten Or- 
ganismen beim GieBen der Flatten weniger giinstige Bedingungen 
finden wurden als beim Ausstreichen des Impfmaterials. 

Die vergleichenden Versuche mit den beiden Verfahren haben 
hinsichtlich der Form und Farbe der Kolonien keine merklichen Unter- 
schiede gezeigt. Auf den gegossenen Flatten wuchsen zwar sehr 
viel weniger Kolonien als auf den Ausstrichplatten, jedoch reichte ihre 
Zahl fur tJntersuchungen uber etwaige Variationen der Organismen 
vollig aus. Auf den beiden Zuckemahrboden verhielten sich die 
Bakterienstamme gleich. 

Alle Abschwemmungen, die 65 Minuten lang auf 58 bis 60® erhitzt 
worden waren, ergaben auf den genannten Agarsorten noch Wachstum, 
wenn auch naturlich die kurzer behandelten mehr Keime zur Ent- 
wicklung brachten. Bei 75, 85 und 90 Minuten langem Erwarmen 
zeigtc nur noch ein Stamm (Nr. 22) einzelne Kolonien auf den Flatten. 

GroBc, Form und Farbe der Kolonien sowie mikroskopisches 
Aussehen der Organismen hatten sich nach dem Erhitzen nicht merklich 
verandert. Eine Ausnahme machte das zum Vergleich herangezogene 
Boot, coli Hoar bei 60 Minuten langem Erhitzen insofem, als es auf der 
Oberflache der Flatten vereinzelt kleine linsenformige Kolonien bildete. 
Aber auch diese wiesen bei der mikroskopischen Untersuchung nur die 
bekannten kraftigen kurzen Stabchen auf, die sich physiologisch in 
keinem Funkt verandert hatten. Bei einem zwciten Versuch gelang 
es nicht, die kleinen linsenformigen Kolonien zu erhalten. — Zu dem- 
selben Ergebnis f uhrte die Fruf ung der beiden ubrigen erhitzten Stamme 
auf ihr physiologisches Verhalten. Sie zoigten nach dem Erhitzen 
alle in der Tabelle I angegebenen Eigenschaften. 

Die Wiederholung des Versuchs mit Abschwemmungen von 3 Wochen 
alien Sc^agagarkulturen an Stelle der 24stundigen brachte kein an- 
detes Ergebi&. Hierbei trat die von C, Hiittig (22) erwahnte groBere 
Widerstandsf&higkeit alterer Kulturen gegen das Erhitzep nicht be- 
sonders hervor. Immerhin vertrugen sie ein 5 Minuten langeres Er- 
hitzen, so daB sie auch nach 70 Minuten noch ein verhaltnismaBig 
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gutes Wachstum anf den Flatten zeigten. Die so gewonnenen Kulturen 
wurden nun 3 Wochen lang auf Schragagar gehalten und dabei haufiger 
uxngesetzt. Dann folgte eine Wiederholung des Versuchs, der aber 
zu keinem anderen Ergebnis fiihrto wie der erste. Ebenfalls' zeigte 
Bact. coli Hoar keine Verandening der Koloniefonn. 

In einer zweiten Versuchsreihe sollte gepriift werden, ob dadurch 
eine Verandening der Organismen zu erreichen ware, daB man unmittel- 
bar die in gewohnlicher Bouillon gewachsenen Kulturen auf 58 bis 
60® erhitzte. Die Bouillonrohrchen wurden zu diesem Zweck mit 
einer Nadelspitze voU Bakterienmasse von 24 Stunden alten Schrag- 
agarkulturen beimpft und bei 37® 48 Stunden lang bebriitet. Von jedem 
der genannten Stamme (Nr. 15, 22 und Bact, coli Hoar) kamen fiir den 
ersten Versuch vier Rohrchen zur Verwendung, von denen je eins 35, 
45, 55 und 65 Minuten lang erhitzt wurde. Die weitere Versuchsanord- 
nung war dieselbe wie bei den vorangehenden Versuchen mit Wasser- 
auf sch wemmungen . 

Die erhitzten Bouillonkulturen batten, wie die mit ihnen gegossenen 
Flatten bewiesen, erheblich kurzere Zeit dem EinfluB der Warme 
widerstanden als die Wasseraufschwemmungen. Nur die Kultur von 
Stamm 22, die 55 Minuten lang behandelt worden war, brachte auf 
den Flatten noch einige Kolonien hcrvor. Die iibrigen Stamme zeigten 
ein gutes Wachstum nur noch bei 35 Minuten langem Erhitzen. 
Morphologische und physiologische Veranderungen konnten in keinem 
Falle festgestellt werden. 

Die zum nachsten Versuch verwendeten Bouillonkulturen batten 
72 Stunden bei 37® gestanden und waron 5, 15, 25 und 35 Minuten lang 
erhitzt worden. Dabei hatte schon eine 5 Minuten lange Behandlung 
aUe Keime abgetotet. Nur Stamm 22 machte wiederum eine Ausnahme, 
indem er noch unter diesen tJmstanden Kolonien auf den Flatten 
bildete. Auch hier waren bei der nachfolgenden Frufung keinerlei 
Veranderungen zu beobachten. Die Versuche mit 4 und 5 Tage alten 
Bouillonkulturen bei 1, 3, 5 und 10 Minuten langem Erhitzen auf 
58 bis 60® erwiesen, daB dabei in alien Fallon samtliche Keime ab- 
getotet worden w^aren. 

Auf den zur Kontrolle von den nicht erhitzten Kulturen gegossenen 
Flatten trat stets bei alien Stammen unvermindertes Wachstum ein. 

Die Erhitzimgsversuche mit Hdct. coli haben gezeigt, daB es nicht 
gelingt, den Organismus durch verschieden langes Erw&rmen auf 58 bis 
60® in Streptococcus lactis iiberzufuhren, wie es (7. Hiittig (22) in seinen Ver- 
suchen erreicht haben will. Auch die Zwischenformen, die (7. HiUtig (21) 
erw&hnt, konnten nicht erhalten werden. Nur in einem Fall wies der 
Vergleichsstamm Coli Hoar nach 60 Minuten langem Erhitzen der 
Wasserabschwemmung auf den Flatten etwas kleinere, linsenformige 
Arehlv ftir Mikrobiologie. Bd. 5. 26 
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Kolonien auf, die aber aus unveranderten St&bchen bestanden und 
bei der n&chBten Plattenpossage wieder in die nrspriingliche Kolonie- 
form 'libergingen. 

Bei einem Vergleich der Versuche mit Wasserabschwemmungen 
von Bouillonagarkultnren einerseits und mit unmittelbarem Erwarmen 
der Bouillonkulturen andererseits stellte sich ein merkbarer tJnter- 
schied zugunsten der Wasserabschwemmungen heraus, die das Erhitzen 
langer als die BouilJonkulturen aushielten. Je alter die Bouillonkulturen 
wurden, um so geringer war ihre Widerstandskraft gegen das Er- 
hitzen. Die Abschwemmungen dagegen zeigten, auch nachdem die 
Agarkulturen SWochen alt geworden waren, dasselbe Verhalten wie 
die von don 24stundigen Kulturen. 

Zusammenfassung. 

Von Rasengras, Rieselfeldergras und Mais wurde eine groBe Anzahl 
Coli- und roZmhnlicher Stamme isoliert und auf ihre morphologischen, 
kulturellen und physiologischen Eigenschaften hin genau untersucht. 
Bestimmung und Einordnung der gefundenen Organismen in die ver- 
schiedenen Arten der C'oZt-A^^rogene^-Gruppe erfolgten sowohl nach dem 
gebrauchlichen doutschcn Verfahren als auch nach der neueren ameri- 
kanischen Methode. Nur wenn es sich um typische CoZi-Bakterien 
handelto, stimmten die beiden Verfahren in ihren Ergebnissen mit- 
einander uberein. Stamme, die nach dem Ergebnis der Vogea-Proskauer-y 
Meth 3 ’'lrot- und Ao^erschen Citratprobe zweifellos zu Bact. cdi gerechnet 
werden muBten, konnten nach dem Ergebnis der iiblichen Unter- 
suchung keineswega dazu gehoren. 

Unter 100 isolierten Stammen befanden sich nur 13 Indolbildner, 
die zur Priifung auf die Bestandigkeit ihrer Fahigkeit zur Indolhildung 
1 Jahr lang in sterilem Leitungswasser gehalten und wahrend dieser 
Zeit mehrfach untersucht wurden. In zwei Versuchsreiben, von denen 
die eine bei Zinimertemperatur, die andere bei 30® stand, blieb neben 
alien librigen Merkmalen der Organismen auch diese Eigenschaft un- 
verandert. Wahrend die gelbwachsenden Indolbildner bei 30® schon 
nach 16 Tagen eingegangen waren, hielten die weiB wachsenden typischen 
CoU-Si&mme bis zu 370 Tagen im Wasser aus. Auch veranderten 
sich die Indolbildner in keinem Punkte, wenn sie unter haufigom tJm- 
setzen monatelang auf zuckerreichem oiweiBarmen Nahrboden fort- 
geziichtet wmden. 

Bei Umwandlungsversuchen an einigen Stammen durch Erhitzen 
auf 68 bis 60®, bei denen genau nach den Angaben von C. Hiittig (21, 22) 
verfahren wurde, gelang es nicht, die von diesem Autor angegebene 
Umwandlung der Bakterien zu erreichen. Dasselbe Ergebnis hatte 
eine zweite Versuchsreihe, bei der anstatt der zuerst benutzten Wasser- 
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abschwemmung von Agarkulturen Bouillonkulturen dem Erhitzen 
unterworfen wurden. Es ergab sich lediglich, dafi die Organismen in 
der Wasserabschwemmung die Einwirkung der Warme erheblich 
langer vertmgen ala in den Bouillonkulturen. Je alter diese waren, 
um so geringere Widerstandsfahigkeit zeigten sie gegen das Erhitzen. 
In 4 Tage alten Kulturen, die 1 Minute lang erwarmt worden waren, 
fanden sich keine lebenden Keime mehr. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
auch an dieser Stello unseren besten Dank fur die Bewilligung von 
Mitteln zur Durchfiihrung der Arbeit aus. 
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(Aus dem Institut fiil* Phyaikalische Chemie und aus dem Botanischen 
Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe.) 

Untersuchungen fiber die Oitronensaiiregarang 
bei Aspergillus niger^ 

Von 

W. Schwartz und Hans Lang. 

Mit 3 Textabbildungeri. 

(Eingegangen am 30. Mdrz 1934.) 

1. Einleitung. 

Die Bildiuig von C^itronensaute durch Pilze hat als erster 1893 Wehmer 
beschrieben ( 1 ). Er hoobachtote sie boi Citromycea Pfefferianua und CHro- 
mycea glaber^ spater auch bei renicillium luteum und Mncor piriformia (2). 
Die zu grdCerer Bedeutung gelangte Entstehung der SAure in Kulturen von 
Aspergillua niger gab zuerst Zahorski (3) in einem amerikanischen Patent 
an (1913), wahrend James N. Cvrrie die erste ausfiihrliche Untersuchung 
dariiber 1917 veroffentlichte (4). Er fand, dal3 eine gut ausgewahlte Kultur 
von Aapergdlus niger joder Citrom ycea-KuMuv iiberlegen ist, was auch 
Wehmer bestatigto (5). Cvrrie st elite fest, daB Aspergillus niger ^ der bis 
dahin nur als Oxalsaurobildner bekannt war, auf Zuckerlosungen mehr 
(Htronensaure als Oxalsaure bildet. Er ist der Ansicht, dal3 fiir die Garung 
eine mdglichst oinfaohe Nahrldsung, die nur die Eleinente Kohlonstoff, 
Stickstoff, Kalimn, Magnesium, Phosphor und Schwefel in Form von 
g^igneten Verbindungen enthalt, vorteilhaft ist. Zugesetzte Reizstoffe, 
wie Zinksalze, stimulieron nach seiner Meinung wohl das Pilzwachstum, aber 
nicht die Saurebildimg, Tin Gegeiisatz zu Wehyner^ der seinen Kulturen zur 
Neutralisation der eiitsteheiidcii Sauro von vornherein C alciumcarbonat 
zusetzte, erzielte Currie bei Abwesenheit des Neutralisationsmittels hohere 
Ausbeuten an ( itronousaure als bei Gegenwart desselben. AuBordem geht 
nach seiner Erfahrung die Gwiing im sauren Medium rascher vor sich als 
in einem init ('alciumcarbonat neutral isierten. Nach Currie enthalt die fiir 
die Citronensauregarung mit Aspergillus niger geoignetste Losung im Liter: 
125 bis 150 g Saccharose, 2,0 bis 2,5 g NH 4 NO 3 , 0,75 bis 1,0 g KH 2 PO 4 , 
0»20 bis 0,25 g MgS 04 • 7 HgO, 5 bis 4ccm n /5 HC'l; pn etwa 3 , 4 . Da sie 
im folgenden oft erw&hnt werden muB und fiir die ersten Versuche verwendet 
wurde, sei sio kurz als Losung I bezeichnet. 

AuBer den grundlegenden Forschungen von Wehmer und Currie ist 
noch eine groBe Anzahl von Arbeiten iibor die Bildung von Citronensaure 
dmch Pilze erschienen. Sie sind bis zum Jahre 1932 zusammengestellt und 
besprochen von K. Bemhauer ( 6 ). Daher werden sie hier nicht einzeln 
Mgefiihrt, sondern nur, soweit sie die eigenen Untersuchungen beriihren, 
im Zusammenhang herangezogen. 

^ Herm Prof. Dr. G. Bredig sprechen wir fiir Anregung und F 6 r- 
derung aufrichtigen Dank aus. 
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Die Mehrzahl der erschienenen Arbeiten befaBt sich mit der quail* 
tativen und quantitativen Zusammensetzung der zu vergarenden 
Losung. t)ber die Art der Pilzzuchtung, sowie die damit in Zusammen* 
hang stehende Reproduzierbarkeit der Garversuche sind in der Literatur 
wenig positive Angaben zu finden. Jedoch wird wiederholt darauf hin- 
gewiesen, dafi die einzelnen Pilzarten und -rassen in bezug auf ihr Ver- 
mogen der Citronensaurebildung stark variieren und weitgehend ent- 
arten konnen, eine Erscheinung, die der technischen Durchfiihrung 
der Citronensauregarung groBe Schwierigkeiten bereitet. In der Patent- 
literatur werden an einer Stelle (7) MaBnahmen beschrieben, die eine 
Entartung des Pilzes verhindern soUen. Sie bestehen in der Trennung 
von Ziichtung und Garung. Die Zuchtung erfolgt recht umstandlich 
auf verschieden zusammengesetzten Substraten, und erst nach einer 
Reihe von etwa zwolf aufeinanderfolgenden Generationen erhalt man 
Konidien, die zum Ansetzen einer Garung geeignet sind. 

Vorliegende Arbeit untersucht zunachst die Vergarung der von 
Currie angegebenen Losung bei Zuchtung des Pilzes auf Citrone und 
priift dann besonders die Durchfuhrbarkeit von Zuchtung und Garung 
auf ein und demsciben Substrat. Dazu ist eine Nahrlosung erforderlich, 
die ftir die Garung giinstig ist, und die auBerdem eine Entartung des 
Pilzstammes verhindert. Die Ermittlung einer solchen Losung, sowie 
einer geeigneten Arbeitsweise ist die Hauptaufgabe der folgenden 
tJntersuchungen. Vorangestellt ist die Ausarbeitung einer Methode 
zur Bestimmung der Citronensaure in den vergorenen Losungen. 

U. Chcmisch-analytlsche Methode. 

Bei der Bestimmung der C’itrononsaure in den Garsubstraten ist zu 
beriicksichtigen, daB als Nebenprodukt der Garung Oxalsaure entstehen 
kann. Es ist deshalb eine Methode zur cjxakten quantitativen Trennung 
und Bestimmung dor beiden Sauren in den vergorenen Losungen unorlaBlich. 
Die bisher angegebenen analyti&chen Methoden sind aber, besonders in 
bezug auf die C’itratbestimmung, noch recht mangelhaft. So arbeitete 
Wustenfeld mit einern Fehler von 8 bis 10 ‘Jo (8). Arnelung benutzte 
zwei verschiodene Methoden und gibt fiir die eine einen Verlust von 7 bis 
10% Citrat, fur die andere einen solchen von 3 bis 5^/0 an. Am branch - 
barsten erscheint noch das von Bemhauer angegebene Verfahren (10), das 
auf der verschiedenen LOslichkeit von (^alciumoxalat und ("alciumcitrat 
in verdiinnten Sauren beruht, die auch schon von Butkeuritsch (11) zur 
Analyse benutzt wurde. Nach Bemhauer betragt der Fehler der Citronen- 
saurebestimmung bei Abwesenheit von Oxalsaure etwa 4% und kann bei 
deren Vorhandensein noch groBer werden. Da diese Ergebnisse nicht be- 
friedigend sipd, wurden zunachst die giinstigsten Bedingungen fur die 
Citrat bestimmung genauer festgelegt und, nachdem diese mit einer Genauig- 
keit von 1,5% ausgefiihrt werden konnte, die Trennung des Calcium- 
oxalats vom Citrat imtersucht. 

Nach einer Beihe von Analysen wurde fiir die Citronensaurebestimmting 
(nach bereits erfolgter Entfemung der Oxalshure) an folgender Arbeitsweise 
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festgehalten, die sich von der BemhauerB nur dutch die Behandlung des 
Niederschlages und dutch genauere Angabe zu beachtender Umstande unter- 
soheidet ; 

Die mit einem tJbetschufi von Chlorcalcium versetzte citronenRftute- 
haltige Losung wird auf dem Wasserbad auf 8 bis 10 ccm eingedampft, 
mit Ammoniak in der Hitze tropfenweise neutralisiert (bis zur schwachen 
Golbfarbung von Methylrot) und weiter erhitzt, bis sich das gesamte all- 
mahlich ausfallende Calciumcitrat kristallinisch am Boden des Gef&Bes 
absetzt, was je nach der Menge des vorhandenen Zuckers 15 bis 30 Minuten 
dauern kann (Zucker verzOgert die Kristallisation). Meist schlagt inzwischen 
der Indikator wioder in Rot um, und man muB noch einige Male einen 
Tropfen Ammoniak zusetzen. Dann wird heiC und rasch filtriert, mit 
hdchstens 10 ccm heiBem Wasser und schlieClich mit etwa 60 °oigem AJkohol 
gewaschen. Der Niederschlag wird getrocknet, verascht, dann in iiber- 
schiissiger n/10 Salzsaure gelost. Die Losung wird zur vollstandigen Ent- 
fernung der Kohlensaure zum Kochen erhitzt und mit n/JO Natronlauge 
zuriicktitriert. Es ist unzweckmaBig, das Calciumcitrat gravimetrisch zu 
bestimmen, da es sein Krist all wasser sehr schwer vollstandig abgibt. 

Bei vier exakt nach obiger Vorschrift ausgefiihrten Analyson war der 


gr6l3to Fehler 1,53 

Zur Analyse gebrachte C’itronemaure 0,1825 g 

gefundene „ 0,1797 g 

Fehler 0,0028 g 


Die Bedingungen der (pianiitativon Tronnung von Oxalsaure und 
Citronensaure, d. h. die Besehaffenheit der Analysenprobe, bei welcher das 
Calciumoxalat quant itativ gefallt und das (Itrat vollstandig in Losung sein 
soil, definiort Bemhatier lediglioh durch Angaba des Oehaltes an freier Saure 
in Prozenten. Das ist nicht ganz ausreichend. Von groCeror Bedeutung 
als der Piozentgehalt an freier Saure ist die Wasserstoffiononkonzentration 
dor Losung. Diese hangt aber nicht nur von der Menge der voihandenen 
Saure ab, sondern auch von dem Mengenverhaltnis der Oxalsaure zur 
Citronensaure und der Menge und Art der vorhandenen Neutralsalze, Diese 
wechseln in den zu analysierenden Oarproben. Aufierdem ist fiir die quanti- 
tative Abscheidune des C'alciumoxalates aus saurer Losung der vorhandene 
t)berscliuJ3 an C’alciuinionen von groBer Bedeutung. Es wurde daher der 
PH-Bereic*h festgelegt, imierhalb dessen die Tremiung bei einem bestimrnten 
DberschuB an Chlorcalcium quantitativ moglich ist. 

Folgender Arbeitsgang erwies sich als zweckmaBig: 

Die Analysenprobe, deren Volumen je 0,1 g Oxalsaure etwa 40 ccm be- 
tragen soil, wird in den pa-Bereich 1,5 bis 2,5 gebracht, auf dem Wasserbad 
erhitzt und mit 10 ccm heifier lO'^oig©** Chlorcalciumlosung versetzt. Das 
PH der Losung soil nach der Fallung nicht unter 1,2 liegen, da sonst merkliche 
Mengen Oxalat in L6.sung bleibon. Nach 24 Stunden wird durch ein eng- 
poriges Filter (z. B. Schleicher & Schull „Blauband“) filtriert, der Nieder- 
schlag mit kaltem Wasser gewaschen und wie iiblich mit Permanganat die 
Oxalsaure bestimmt. Das Filtrat wird am Wasserbad auf etwa 10 ccm 
eingeengt und zur Bestimmung der (^itronensaure, wie oben ausfuhrlich 
beschrieben, weiterbehandelt. 

Die Gegenwart von Zucker, Gluconsaure, Magnesiumsalzen und Phos- 
phaten beeintrftchtigt in den fiir NahrlOsungen in Betracht kommenden 
Mengen das Analysenergebnis nicht iiber die angegebene Fehlergrenze hinaus. 
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Bei$pi€L, Bestimmting der Cifronensfi,ure und Oxalsaure bei Anwesen- 
heit von Glucons&ure nnd der von Ctirrie (siehe S, 387) angegebenen N&hr- 
stoffe : 

Vorhandene Oxals&ure ; 0, 1036 g Vorhandene Citronens&ure ; 0, 1 826 g 

Gef undone Oxalsaure : 0,1032 g Gefundene Citronensaure : 0,1835 g 

Fehler : — 0,0004 g Fehler : + 0,0010 g 

Vorhandene Oxalsaure: 0,1036 g Vorhandene Citronensaure : 0,1825 g 
Gefundene Oxalsaure: 0,1032 g Gefundene Citronens&ure : 0,1815 g 

Fehler : — 0,0004 g Fehler : — 0,0010 g 

111. Methodik der Oftrversuche. 

Die Garversuche wurden als Oberflachengarung im allgemeinen auf 
je 100 ccm Losung in 300 coin fassenden Erlenmeyer -l^olheri angesetzt. 
Die Schichthohe der Fliissigkeit betrug dabei 2 cm. Garans&tze auf 600 ccm 
Losung verliefen bei derselben Schichthohe ebenso. Eine 3 cm hohe Fliissig- 
keitsschicht (160 ccm im 300-ccm-Kolben) ergab dagegen schlechtere Aus- 

beute an Citronensaure, z. B. : ^ 

__ Die Kolben waren 

Ansbeu^te an~ durch Wat test opfen ver- 
Kolben- Schicht- schlossen. Die Aussaat 

grb&e Flfissigkeit angewandten der Konidienauf dieduTch 

Zucker halbstiindiges Erhitzen 

J bei 100® sterilisierten 

Losimgen erfolgte mit 
300 100 2 40,0 Hilfe einer PlatinOse. Es 

300 150 3 33,3 erwies sich als zweck- 

m&j3ig, die Saat so reich- 

lich zu bemessen, dal3 sie gleichmaBig iiber die ganze Fliissigkeitsober- 
fl&che verteilt werden kann. Selbst grofiere Unterschiedo in dor aus- 
gesaten Konidienmenge haben dann auf don Verlauf der Citronensaure* 
bildung keinen malBgeblichen EinfluB, wie an Hand von Parallelversuchen 
mit verschieden groBen Einsaaten festgestellt wurde (vgl. S. 396). Die 
G&rung erfolgte im Thermostaten bei 35° C. Bei dieser Temperatur war, 
bei Auswahl eines geeigneten Substrates, in 2 bis 3 Tagen nach der Saat 
eine liickenlose Myceldecke gewachsen. 

Den g&renden LOstuigen wurden in bestimmten Zeitabstanden Proben 
zur Analyse entnommen und so der Verlauf der Ganing festgelegt. In den 
Proben (3 ccm) wurden die Wasserstoffionenkonzentration, die gebildete 
Citronens&ure und, wenn notig, die entstandene Oxals&ure bestimmt. 

Fur die Berechnung der Ausbeute an (Jitronens&ure ist der im G&r- 
verlauf ermittelte maximale Gehalt der vergorenen Ldsimg zugrunde 
gelegt. Dieser ist jedoch nicht allein maBgebend ; auBer ihm muBte jedesmal 
die am Ende der G&rung noch vorhandene Menge der Losung gemessen 
werden. Von 100 ccm eingebraahter Ldsung blieben 66 bis 80 ccm, im Mittel 
73 ccm. Die Ausbeute ist immer auf die Menge des angewendeten Zuckers 
bezogen. 

IV. Die Pilzzflebtnng unter Erhaltung des Gkryenudgens. 

Im folgenden wird nicht eine von Anfang an streng durchgefiihrte 
und beibehaltene Methodo angegeben, sondem der Weg geschildert, 
der uber mehrere MiBerfolge schlieBlich zu einer Arbeitsweise fuhrte» 
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welche die Fortziichtung des Pilzes unter Erhaltung seines Vermdgens 
der Citronensaurebildung ermoglicht. 

Zunachst wurde ein von Fruchten isolierter Aspergillus niger nach 
den Verfahren von Koch^ und Lindner^ reingeziichtet. Die Reinkultur 
wurde auf eine unbeschadigte, durch wiederholtes Waschen und Ab- 
flammen mit Alkohol sterilisierte Citrone geimpft. Auf dieser bildete 
der Pilz reichlich Konidien, die zur Aussaat auf das zu vergarende 
Substrat kamen. Als solches diente zunachst Losung I. Reproduzierbare 
Ausbeuten an Citronensaure ergab die Garung nur, solange die Aus- 
gangskultur noch jung, hochstens etwa 3 Wochen alt war. Mit zu- 
nehmendem Alter der Ausgangskultur und ihrer Konidien nahm die 
Garkraft der Pilzdecken allmahlich ab. Daraus folgte die Notwendigkeit, 
die auf der Citrone erhaltenen Konidien dauemd zu erneuern. Erfolgte 
die Weiterziichtung mehrmals hintereinander von Citrone auf Citrone, 
so lieB das Wachstum des Pilzes nach, und auch seine Fahigkeit zur 
Citronensaurebildung verminderte sich. 

Zuerst fand also die Ziichtung des Pilzes auf Citrone und die Garung 
in Losung I statt. Weiterhin wurde sowohl Ziichtung als Garung mit 
dieser Losung vorgenommen. Beide Methoden sind in dem nachstchenden 
Schema dargestt'llt. 


Gelatine- 

platte 


Citrone — 

I 

1. Garung 
auf Lusuog I 


► Citrone — 

2. Garung 
auf Losung I 


► Citrone — 

3. Garung 
auf L5sung 1 


► Losung I — 

I 

4. Garung 
auf Losung 1 


► Losung I 

I 

5. Garung 
auf Losung I 


Ausbeiite Ausbeute et- Wachstum Es entstehen nur noch 

etwa 19% was geringer begiunt diinne Decken mit vor- 

als bei 1 nachzulassen zeitiger Konidienbildung 


Die Ausbeute betragt (Keine Ana- 

noch knai)p die Halfte lyse mehr 
des Wertes bei 1 ausgefuhrt) 


Es zeigte sich eine bedeutende Verminderung des Saurebildungs- 
vermogens mit zunehmender Entfernung von der urspriinglichen 
Ausgangskultur, die eine Reinzucht auf Gelatineplatte mit den Nahr- 
stoffen der Losung I war. Nach dreimaliger Fortpflanzung des Pilzes 
wurde nur noch knapp die Halfte der nach einmaliger Fortpflanzung 
erzielten Citronensauremenge erreicht. 

Daraufhin wurde der Pilz wieder auf eine Gelatineplatte geimpft, 
die dieselben Nahrstoffe wie Losung I enthielt. Nach dieser Zwischen* 
kultur ergab er unter sonst gleichen Bedingungen wie friiher wieder 
verbesserte Citronens&iueausbeuten. Daraus geht hervor, daB die 


^ Zur Herstellung der KocA schen Plattenkultur wurde Ldstuig I mit 
Zusatz von 12 % Gelatine verwendet. — ® Tr6pfchenkultur in Ldsung I. 
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Ziichtung des Pilzes auf Gelatine enthaltenden Substraten seine F&hig- 
keit zur Citronensanrebildung giinstig beeinfluBt. 

Von nun an erfolgto die Weiterziichtung des Pilzes zur dauernden 
Erzeugung frischer Konidien auf einer Losung von nachstehender 
Zusammensetzung : 125 g Saccharose, 2g NH4NO3, 0,75 g KH2PO4, 
0,2 g MgS04 • 7 HgO, 0,5 g CaClg . 6 HgO 1 g Gelatine, 64 ccm 
ni/10H3P04^ im Liter; pn ~ 2,5. Mit ihr konnte das Saurebildungs- 
vermogen iiber groBere Zeitabstande konstant erhalten werden. Sie sei 
der Einfachheit halber im folgenden immer als ,,Standardlo8ung“ 
bezeichnet. Einmalige Zwischenkultur auf Citrone nach einigen Kul- 
turen auf Standardlosung hatte keinen EinfluB auf die Citronensaurc- 
bildung. Ebenso rief ein- oder zweimaJige Ziichtung auf Wiirzegelatine 

gegeniiber der Kultur 
auf Standardlosung 
keinerlei Anderung in 
dem Saurebildungsver- 
mogens hervor. Die 
Ziichtung der Kulturen 
erfolgte bis zur ge- 
niigenden Konidien- 
bilduiig bci 35® C. 
Nach her wurden sie 
bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. 

Das Ergebnis der 
Garansatze erwies sich 
stark abhangig vom 
Alter der jeweiligen 
Ausgangskultur. War 
diese 1 bis 3 Wochen alt, 
so ergab sich ein bestimmter normaler Garverlauf, wie ihn z. B. Abb. la 
in drei Parallelversuchen zeigt. Hatte die Ausgangskultur bei der Ab- 
impfung des Garversuchs ein Alter von 2i/2Monaten, so lieferte die 
Garung eine viel geringere Citronensaureausbeute als im ersten Fall 
(Abb. lb). Wurde von derselben Kultur nach weiteren 2 Monaten 
wieder auf einen Garansatz abgeimpft, dann verlief die Saurebildung 
noch tiager und unergiebiger (Abb. Ic). 

Die Wiederhochzuchtung der alten Kultur zum urspriinglichen 
Garveitnogen gelang nach folgendem Schema: 

Ausgangskultur Vorkultur -> Vorkultur Garansatz. 

^ Die Gogenwart von Calciumchlorid und Phosphorsaure ist wichtig fiir 
die G&rung (vgl. S. 395). Hier erfolgten diese ZxxBktze nur, um Ziichtung 
und Garung auf dem gleichen Substrat zu ermoglichen. 



Abb 1 . 

Verlauf der Citroneiisitureganiiig in Standardlosung. 
Alter der Ausgangskultur, von der die Konidien 
stammen: a) 1 bis 3 Wochen (3 Parallelversuchc) , 
b) 21/2 Monate, c) 41/2 donate. 
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Bei einem Alter der Ausgangskultur von 1 bis 2 Monaten geniigte 
einmalige Vorkultur, bei hoherem Alter war zweimalige Vorkultur 
notwendig. Die Vorkulturen wurden am besten gleich weitergeimpft, 
sobald sie reife Konidien in ausreichender Menge gebildet batten, was 
meist in 6 bis 9 Tagen der Fall war. Als Substrat waren ,,Standard- 
losung‘‘ und Wiirzegelatine gleich gut geeignet. 

Die dauernde Erhaltung der Garkraft auf gleicher Hobo ist also 
gewahrleistet, wenn dem Pilz stets Gelatine geboten wird, und wenn 
fiir jeden Ansatz junge, eben gereifte Konidien benutzt werden. 

V. EinfluD Ton Zusammensetzung und Reaktion der Xfthrldsung auf den 

Verlauf dor Oftrung. 

Zahlreiche verschiedon ziLsammengesetzte Kahrlfisungen wurden fiir 
die (’itroneiisauregaiung vorgeschlagen. Die meist en gleiohen sich in der 
qualitativen Zu'^ammenstollung ihrer Haupt best andt oil o. Als die giinstigste 
Kohlenstoff<iuello ist allgemein Rohrzucker anerkannt. Die bevorzugteste 
Stickstoffverbjndung ist Ammoniumnitrat . Als weiteie Nahrsalze sind 
stets Kaliumphosphat und Magnesiumsulfat vorhanden. Die giinstigste 
Zuckerkonzent ration, die vorteilhaftest© St ickst off menge, sowie die Not- 
wendigkoit von Nouti*alisationsmittoln und Stimulatoren werden von 
den verschiedenen Autoren sohr ungleich angogebon. Dies© Un- 
stimmigkeiten beiuhen zum groi3en Teil auf Verwendung verschiodener 
Pilzstamme odor, bei Bonutzung gloicher Stamm©, auf Fnterschieden 
in deren Zuchtung. 

Unter diesen Umstanden wahlten wir fiir die ersten Garversuche 
cine moglichst einfache Losung, wie sie von Currie vorge^schlagen 
worden ist (Losung I). AuBerdem wurde in einigen Vorversuchen 
die Vergarung reiner Zuckerlosungen ohne Nabrsalze mit fertigen 
Pilzdecken probiert. Da in dieaem Fall bedeutend mchr Oxalsaure 
entstand, arbeiteten wir weiterhin nur noch bei Gegenwart von Nahr- 
salzen. 

Losung I lieferte in einigen Ausnahmcfallen Ertrage von 28 und 
34 % Citronensaure bei ganz geringem Auftreten von Oxalsaure, Diese 
Ergebnisse waren jedoch nicht reproduzierbar. Im allgemeinen wurde 
der in der Losung I vorhandene Zucker nur in 18 bis 25 % Citronen- 
saure umgesetzt. Ferner erwies sich die Losung insofern als ungeeignet, 
als sie dem verwendeten Pilz koine gleichmaBige Deckenbildung er- 
moglichte. Nur auf t»twa zwei Drittel der mit ihr angestellten Gar- 
ansatzo wuchsen vollstandige Myceldecken heran, welche die ganze 
zur Verfiigung stehende Oberflache ausnutztt'ii. Am iibrigen Drittel 
entstanden nur liickenhafte Decken, die nicht vergleichbare Ergebnisse 
lieferten. Ein Zusatz von 0,05 % Chlorcalcium zu Losung I gestaltete 
den Garverlauf wesentlich giinstiger^, die Deckenbildung aber noch nicht 
befriedigend. 


1 Siehe S. 395. 
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Da sich unterdessen Gelatine fiir die Fortziichtung des Pilzes 
und Erhaltnng seines Saurebildungsvermogens als vorteilhaft erwiesen 
hatte, wurde deren Wirksamkeit auch im Garansatz untersucht. Neben 
Chlorcalcium erhielt Losung I zunachst einen Zusatz von 0,2 % Gelatine. 
Die SSurebildung ging nun bedeutend rascher vor sich; am 9. Tag nach 
der Saat war bereits doppelt so viel Citronensaure gebildet wie bei 
Abwesenheit von Gelatine. Noch viel schneller erfolgte jedoch der 
Abbau der entstandenen Saure; 2 Tage spater, also am 11. Tag, waren 
zwei Drittel und am 13. Tag nach der Impfung die gesamte Citronen- 
s&ure wieder aufgezehrt, wahrend sie sonst weiter angehauft und erst 
nach 20 Tagen oder noch spater langsam wieder abgebaut wurde. 
Die Garansatze ohne Gelatine hatten ein Anfangs-pn von 3,4. Nach 

der Deckenbildung, also 
nach etwa 3 Tagen, war 
die Wasserstoffionen- 
konzentration auf pn = 2 
gestiegen und erreichte 
gegen Endc der Garung 
den pH-Wert 1,8. Das pH 
des besprochenen Versuchs 
mit Gelatine war vor 
Beginn des Pilzwachstums 
4,4, sank in 3 Tagen eben- 
falls auf den Wert 2, stieg 
dann aber wieder an, und 
war am 9. Tag 2,2, am 
11. Tag 2,4, am 13. Tag 3 
und am 15. Tag 4,5. Das 
Ansteigen des pn-Wertes 
beruht auf der Abspaltung 
von Ammoniak aus Gelatine durch den Pilz. Nach Frey (12) ist 
fiir die Citronensaurebildung durch Aspergillus niger pn == 2 am 
giinstigsten. 

Wurde nun von vornherein eine groBere Menge Minoralsaure zu- 
gesetzt, so blieb die durch die Gelatine bewirkte Beschleunigung der 
Citronensaurebildung erhalten, jedoch lieB sich das Absi^en der 
Wasscrstoffionenkonzentration und die anscheinend damit verbundene 
rasche Aufzehrung der entstandenen Citronensaure verhindem. Auf 
alien Kulturen mit Gelatinezusatz bildeten sich vollstandige, liicken* 
lose Myceldecken aus. 

Abb. 2 zeigt den Garverlauf von Parallelversuchen mit folgenden 
bereits besprochenen LOsungen: 



0 2 6 8 70 nnis n 20222^26 28 3032 3^3636 W 

lage nach der Saat 


Abb. 2. 

Wlrkung von Chlorcalcium- und Gelatine-Phos- 
phors&ure-Zustttzen auf den Gftrungsverlauf. 
(Zusammensetzung der Losungen slehe Text.) 
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Lbsnng I 
(nach Currie) 

LOsnng II 

LhBTlIlg III 
(StandaralOsnng) 

Saccharose 

125 g/Liter 

125 g/Liter 

125 g/Liter 

NH 4 NO 8 

2 „ 

2 „ 

2 „ 

KHjiPO* 

0,75 „ 

0,76 „ 

0,76 „ 

MgSOi.THaO 

0,20 „ 

0,20 , 

0,20 „ 

CaCla.eHaO 


0.6 „ 

0,5* „ 

delatine 

— 


1,0 „ 

m/10 HCl 

4 cem/Liter 

4 ccm/Liter 


m /10 H 8 PO 4 

1 

1 

— 

64 oern /Liter 



1 3.4 

3.4 

2.6 


Die Ausbeute an Citronens^iure war 

boi Losung 1: 18% in 35 Tagen 

„ „ II: 41,5% „ 26 „ 

„ „ III: 45^0 „ 14 „ 

In Losung III konnto statt Phosphorsaure mit gleichem Erfolg 
Schwefelsaure benutzt werden. Bei Verwendung von Salzsaure, ebenso 
von Salpotersaure, war der Ertrag um 4% geringer. An SteUe von 
2g Ammoniumnitrat fiihrten 1,65 g Ammoniumsulfat zum gleichen 
Ergebnis. 

Die giinstige Wirkung der Gelatine auf den Verlauf der Garung 
auflerte sich nur im Verein mit einer der liblichen Stickstoffverbindungen 
(z. B. Ammoniumnitrat oder Ammoniumsulfat). War sie als einzige 
Stickstoffquello zugegen, 0,2 % in einer sonst wie III zusammengesetzten 
Nahrlosung, ohne Ammonnitrat, so kam nur eine trage Citronen- 
saurebildung zustande, z, B. mit einer Ausbeute von 31,5 % in 27 Tagen. 

Die Garung auf Standardlosung ergab gewohnlich 40 bis 45% 
Citronensaure und bis zu 0,7 % Oxalsaure, bezogen auf angewandten 
Zucker. Bei Verand(Tung der Zuckerkonzentration iiber oder unter 
125 g/Liter war die Ausbeute ungiinstiger, z. B. bei 

50 g Saccharose /Liter: 21,5 °o Citronensaure 


75 g 

»» 

31,7 

100 g 

»* 

40,2° 

126 g 

• » 

44,1 ° 

160 g 


36,8 °i 


\T, Reproduziorbarkeit und Vergleich der Gdrversuche. 

Nach Ermittlung einer geeigneten Ziichtungsmethode ^ sowie einer 
brauchbaren Nahrlosung* konnte der Gar verlauf gewohnlich mit 
Ausbeuteschwankungen bis zu 5% wiederholt werden. In zwei Aus- 
nahmefallen, innerhalb von 14 Wiederholungen desselben Versuchs, 
zeigten sich bei gleichen Bedingungen groBere TJnterschiede ; es wurden 
statt der zu erwartenden 40 bis 45% Citronensaure (bezogen auf an- 

^ Slehe S. 393. — * Ldsunglll (StandardlOsung). 
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gewandten Zucker) nur 34% gebildet. Bei einem Versuch erreichte 
der Ertrag den Wert von 47 %. Die Gardauer vom Tag der Saat bis 
zum beginnenden Abbau der erzeugten Citronensaure schwankte 
zwischen 9 und 18 Tagen, im Mittel war sie 14 Tage. Die Wieder- 
holungen wurden zu verschiedenen Zeiten nach dem urspriinglichen 
Versuct^ die letzte nach 11 Monaten und zehnmaliger Uberimpfung 
der Stammkultur ausgefiihrt. 

Bei drei Parallelversuchen war die groBte Abweichung in der Aus- 
beute 3,5 %. Der zeitliche Garverlauf wies nur geringe Verschiedenheit 
auf (vgl. Abb. la). 

Kleine Unterschiede in der Menge der ausgesaten Konidien, wie 
sie beim Impfen mit der Platinose unvermeidlich sind, verursachen 

keine Unterschiede in der Saurebildung. 



0 2 t 6 8 1012 mis W 2022 
Tage nach der Saat 


Abb. 3. 

Verlauf der Citronoiisanreg&rutig 
bei verschiodon starken Ein- 
suaten. (Dio Bezifferuug der 
Kurven entspricht der Elnsaat- 
menge, vgl. hiorzu anch die 
Parallelversuche mit gloieher 
Einsaatmengo in Abb. 1 a.) 


Selbst Parallelversuche, bei welchen die 
Konidien im Mengenverhaltnis 1 : 2 : 3 : 4 
cingebracht waren, zeigtcn keine wesent- 
liche Beeinflussung der Saurebildung 
durch die Einsaatgrofie (Abb. 3). 

Infolge der Verschiedenheiten im 
Garverlauf von Ansatzen, die nicht gleich- 
zeitig von derselben Kultur abgeimpft sind. 
mu6 bei Untersuchung der Wirkung einer 
neuen Bedingung oder eines neuen Losungs- 
bestandteiles stets ein Kontrollversuch bei 
bereits erprobten Bedingungen mitgefiihrt 
werden. Einzelne Versuche aus verschie- 
denen Keihen, die nicht gleichzeitig von der- 
selben Ausgangs- Oder Vorkultur abgeimpft 
sind, konnen nur dann unmittelbar mitein- 
ander verglichen werden, wenn die Kontroll- 
versuche beider Reihen gleich verlaufen. 


YU. O&rTersuehe mit Oiftzusfttzen. 

Die Erwagung der Moglichkeit, daB gewisse Stoffe die Veratmung des 
Zuckers zu Kohlensaure sowie seine Verwendung zum Autbau des Pilz- 
korpers verringem und damit einen groBeren Anteil des Zuckers zur Er- 
zeugung von Citronensaure freigeben koimton, veranlaBte den Zusatz von 
(jriften zu den Garansatzen. Als solche wurden Arsen- und Antimonverbin- 
dungen> Chloroform und Cyankali verwendet. 


1\ Versuche mit Arsen- und Antimonverbindungen. 

Bei einigen Garversuchen, die von einer alten, nicht geniigend 
hochgezlichteten Ausgangskultur abgeimpft waren, bewirkte die Zugabe 
bestimmter Mengen arseniger S&ure zur Standardlosung eine merkliche 
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Anregung der Citronensaurebildung im Vergleich zu den Parallel- 
ansUtzen auf unvergifteter Standardlosung (Tabelle I). Bei den An- 
satzen 3 bis 6 befand sich die arsenige Saure schon vor der Aussaat 
des Pilzes in den Versuchslosungen. Bei den Ansatzen 7 bis 10 wurde 
sie erst nach der Entstehung eines feinen Pilzhautchens zugesetzt. 


Tabelle I. 

Versuchsreihe mit arseniger Saure. 
Gardauer i] 


Gebildete Citronensaure in 

1. unvergifteter Loaung HI I 2,13 2,88 8,27 

' 2,24 3,62 8,66 

3,91 6,51 6,08 

I 3,11 8,12 2,39 

3,67 3,80 8,86 

' 2,24 2,60 2,64 

1.49 4,18 4,80 

I 4,09 4,35 4,89 

2.49 3,58 8,94 

2,54 3,58 8,97 

Bei den Konzentrationen von 0,100 g AsgOg/lOO ccm ist eine deut- 
liche Beschleunigung der Citronensaurebildung gegeniiber den Ver- 
gleichskulturen vorhanden. Die auf angev^andten Zucker bezogcne 
Ausbeute ist bei 


Versuch 1 in 

19 Tagen 

20,4 °o Citronensaure 

2 „ 

19 

23,3% 

3 „ 

15 „ 

32,1 

>» 7 ,, 

19 „ 

28,4% 


Wahrend bei j-amtlichen obigen Garversuchen vollstandige Pilz- 
decken heranwuchsen, kam es bei mehreren Wiederholungen des Ver- 
suchs 3 nur zu ungenugender Deckenbildung. 0,1 % AsgOg scheint also 
bei Zugabe vor der Impfung annahernd die Grenze der ertraglichen 
Arsenkonzentration zu sein. 

In der folgenden Versuchsreihe mit Kaliumarsenit und Kalium- 
antimonyltartrat (Tabelle II) waren die Gifte ebenfalls vor der Einsaat 
des Pilzes in der Losung vorhanden. 0,1 g AsgOg sind im Arsengehalt 
Equivalent 0,24 g KgAsOg. 

In Versuch 2 mit 0,06 % Kaliumarsenit ist im Vergleich zum un- 
vergifteten Ansatz eine anfangliche Beschleunigung der Citronensaure- 
bildung zu erkennen. Die auf angewandten Zucker bezogene maximale 
Ausbeute ist in 

Versuch 1 nach 12 Tagen 34,2 % Citronensaure 
,* 2 ,, 9 ,, 34,8 % ,, 








Tabelle III. Versuchsr6ilie mit Kaliumarsenat. 
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Zu erw&hnon ist 
noch, dafi bei Versuch 8 
mit 0,08 g KCN /lOO ocm 
zur Vermeidung eines zu 
hohen Kaligehaltes und 
zweeks Erhaltung der 
sauren Reaktion der 
Losung das zur Zusam- 
mensetzung der Stan- 
dardldsung gehorige Ka- 
liumphosphat durch die 
aquivalente Menge Phos- 
phorsaure ersetzt war. 

4. Ergehma der Odr- 
rerauthe tmt Giftziiaatzen. 

Em durch Ver- 
wendung alter Konidien 
verursachttT unergie- 
biger Garverlauf mit nur 
23 % Ausbeute wurde 
durch Zugabe von 
0,1 % arseniger Saure 
vorbessert, so dafi er 
einen Ertrag von 32 % Ci- 
tronensaure ergab. Der 
normale Umsatz des in 
der Standardlosung ge- 
botenen Zuckers zu 40 
bis 45% Citronen®aure 
konnte durch denZusatz 
von Giften nicht ge- 
steigert werden. 

VIll. Zusammen- 
fassung der Ergebnisse. 

1 . Die auch von But- 
kewitsch und Bemhauer 
angewendete Trennung 
der Citronensaure und 
Oxalsaure auf Grund der 
verschiedenen Loslich- 
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keit ihrer Calciumsalze wurde zu einer exakten Analysenmethode aus- 
gearbeitet. 

2. Die Ziichtung des verwendeten Aspergillus niger auf Citrone 
bewirkt eine starke Vermindening seiner Fahigkeit zur Citronensaure- 
bildung. Diese kann wieder gesteigert werden durch Kultur auf Gelatine 
enthaltenden Nahrboden. 

3. Die Garkraft einer Pilzdecke ist abhangig vom Alter der zu ihrer 
Erzeugung benutzten Konidien. Durch Verwendung junger, eben 
gereifter Konidien, die auf gelatinehaltigen Substraten geziichtet worden 
Bind, kann das Garungsvermogen des Pilzes konstant erhalten werden. 

4. Durch Zusatz von Chlorcalcium zu der von Currie vorgeschlagenen 
Garlosung wird der Ertrag an Citronensaure wesentlich gesteigert. 

5. Zusatz von Gelatine zur Garlosung verursacht eine starke 
Beschleunigung der Saurebildung und ermoglicht gleichmafiiges Pilz- 
wachstum. Der ebenfalls durch Gelatine hervorgerufene rasche Abbau 
der gebildeten Citronensaure laBt sich durch Zufiigung einer groBeren 
Menge Mineralsaure hemmen. 

6. Auf der schlieBlich ermittelten „Standardlosung“ liefert der 
Pilz einen reproduzierbaren Garverlauf mit 40 bis 45% Ausbeute an 
Citronensaure, bezogen auf angewendeten Zucker. 

7. Da die gleiche Losung die Zuehtung des Pilzes unter Erhaltung 
seines Vermogens der Citronensaurebildung ermoglicht, konnen Ziichtung 
und Garung auf ein und demselben Substrat durchgefiihrt werden, 

8. Durch Vergiftung der zu vergarenden Losung mit Arsenverbin- 
dungen wurde die Garung in einigen Fallen unbedeutend begiinstigt. 

9. Die Gegenwart von Chloroform im Garansatz beeinfluBt die 
Bildung der Citronensaure ungimstig. 

10. Im gleichen Sinne wirkt Kaliumeyanid. Sein EinfluB auBert 
sich jedoch mehr in starker Verzogerung des Pilzwachstums und infolge- 
dessen verspatetem Beginn der Garung als in Verschlechterung der 
Ausbeute. 
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(Aus dem Botanischen Institut der kgl. ungar. Hochschule fiir Berg- und 
Forstingenieure in Sopron.) 

Experlmentelle Cntersuchungeii fiber die mikrobiologisclieii 
Orundlagen der Schwankongen der Bodenazidltfit. 11. 

Von 

D. Feh^r. 

Mit 7 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 1, Mart 1934.) 

Einleitung. 

In meiner ersten Arbeit (1) babe ich gezeigt, daB namentlich 
die bedeutendcren Schwankungen der Bodcnaziditat in der freien Natur 
und in den Lagerproben auf die Tatigkeit der Bodenbaktcricn zuriick- 
gefiihrt werden konnen. Ich habe dabei die physiko-chemische RoUe 
des Wassergehalts auBer acht gelassen, wei], wie ich im folgonden 
nachzuweisen gedenke, die bei meinen Beobachtungen und experimen- 
tellen Untersuchungen vorliegenden Feuchtigkeitsprozente bei der 
von mir gewahiten Verdiinnung von 1 ; 2 eine derart untergeordnete 
Rolle spielen, daB man sie vernachlassigen konnte. Denn die Schwan- 
kungen der Bodenfeuchtigkeit iiberschritten bzw. erreichten fast nie 
die Grenzen, wo die Veranderung des Wassergehalts die Zersctzungs- 
arbeit der Bodenmikroorganismen wesentlich beeinflusscn konnte. 
Unsere schon vorher angestellten Voruntersuch ungen haben dies ein- 
wandfrei gezeigt. Auch sind, wie ich in der erwahnten Arbeit bereits 
gezeigt habe, die sterilisierten bzw. entkeimten Bodenproben ohne 
Riicksicht auf ihren Wassergehalt vollkommen unverandert geblieben 
und haben nur geringe Anderungen infolge des veranderten Wasser- 
gehalts aufgewiesen. Diese Untersuchungen hatten auch bewiesen, 
daB bei gleichbleibendem Wassergehalt, Zugabe von verschiedenen 
Mengen biologisch aktiver Bodensubstanz in vorher sterilisierten Boden- 
proben, schon nach relativ kurzer Zeit bedeutende Anderungen in 
der Bodenaziditat hervorrufen kann. Die folgenden Ausfuhrungen 
sollen nunmehr theoretische und experimentelle Untersuchungen vor- 
legen, welche wir zur weiteren Edarung des biologischen Charakters 
dieses Problems schon vor einigen Jahren in Angriff nahmen und 
teilweise auch jetzt noch fortsetzen. 

J. Der theoretische Nachweis der Einwirhung des Wassergehalts. 

Die Beschaifenheit der Suspension, in der die Bodenproben auf 
ihre pn-Zahl untersucht werden sollen, bildet seit langerer Zeit den 
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Gegenstand lebhafter Erorterung (2). Wir haben in meinem Institut 
nach einer Reihe von Voruntersuchnngen das feste Verhaltnis zwischen 
Bodenprobe und dest. Wasser 1 : 2 gewahlt, wobei uns der Grund- 
gedanke leitete, zwischen Boden und Wasser ein Verhaltnis zu wahlen, 
bei welchem der Feuchtigkeitszustand des Bodens in physiko-chemischer 
Hinsicht fast ganzlich wirkungslos bleibt. Ich werde im folgenden 
zunachst mathematisch nachweisen, dafi unser Vorgehen richtig war, 
betoneaberim voraus, dafi bei den pa-Messungen das Verhaltnis zwischen 
Boden und Wasser ziemlich belanglos wird, wenn man jedesmal den 
Wassergehalt der Boden ermittelt. 

Ermittelt man namlich den Wassergehalt des Bodes vor der pn-Messung, 
so kann man jede pn-Anderung, die infolge der Schwankung des Wasser- 
gehalts hervorgerufen wird, berechnen oder mit Hilfe von Kurven er- 
mitteln. Namentlich bei Massenuntersuchungen ist natiirlich die Anwendung 
eines festen Verhaltnisses immer zweckmaOiger und in diesem Falle auch 
fehlerfreier als die zeitraubende Berechnung und Herstellung des konstanten 
Wassergehalts. Tch halte es also fiir besser, die Bodenproben moglichst 
sofort nach der Kntnahme auf ihre pH-Zahl zu untersuchen und den Wasser- 
gehalt zu bestimmen. Man gelangt so zu den beiden regulierenden Faktoren, 
welche es erlauben, die pH-Werte einwandfrei zu vergleichen. Es liegt 
namlich in der Natur dor pn-Bestimmung, dafi von der H-lonenkonzen- 
tration einer gegebenen Verdiinnung aus die H-Ionenkonzentration einer 
anderen Verdiinnung dosselben Bodens jederzeit theoretisch ermittelt 
werden kann. 

Bei Bodonuntersuchungen muB man natiirlich stets beachten, daB 
hier keine homogene Mischung von chemischen Verbindungen besteht. 
Jede Bodenjirobe ist ein buntes Gemenge von verschiedenen chemischen 
Verbindungen, welche sich auch gegenseitig beeinflussen kdnnen, so daB 
die Berechnungen und Messungen von Bodensuspensionen auch des gleichen 
Bodens immer gewisse Unterschiede aufwoisen, die in seiner komplizierten 
chemischen Natur und Konstitution bedingt sind. Berucksichtigt man 
auBerdem auch die individuollen Beobachtungsfehler, so kann man fest- 
stellen, daB die Aziditat eines Bodes nicht mit der gleichen Exaktheit, 
wie die Aziditat einer reinen Losung bestimmt werden kann. Da msn aber 
den Grad der Bodenaziditat zuineist fiir biologische Zweeke bestimmt, 
wo Unterschiede des pn von geringerer (rroBenordnung als 0,1 fast voll- 
kommen wirkungslos sind, so kaim man, falls Dbereinstimmung zwischen 
Berechnung und Versuch innerhalb dieser (rroBenordnung besteht, 
wenigstens in biologischer Hinsicht noch von einer guten Vbereinstimmung 
sprechen. 

Unser Gedankengang war der folgende: 

Wenn wir die Boden8usj>en8ionen in einem bekannten und festen 
Verh&ltnis zwischen Boden und dest. Wasser vorbereiten und die Menge 
des zugegebenen dest. Wassers mit aj und die Wassermenge des natiirlichen 
Feuchtigkeitsgehalts des Bodens mit Og bezeichnen, so konnen wir bei 
jeder Probe die tats&chlich vorhandene Wassermenge a berechnen. Es 
ist rUlmlieh 

CT = CTj -j- (Jfg* 
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Wenn wir jetzt die tats^hlich gefundene WaBserstoffzahl mit p bezeichnen, 
sowie die gesamte Wassermenge bei einer zweiten Verdiinnung mit b, also 

6 = 6i -f bg, 

und die vorl&ufig unbekannte pH-^Zahl dieser Ldsung mit a?, so ist 


10-P _ 

1000 ■ 1000 ’ 


wenn pn < 7. 


Der Faktor »7 wird so berechnet, daB man das verknderte Bodengewicht 
durch das urspriingliche Bodengewicht dividiert. Bezeichnen wir das erste 
mit qi und das zweite mit ^ 2 » 


TJ = 


gi 


Die Anbringimg des Faktors q ist natiirlich nur annahernd richtig, da dieses 
Vorgehen eine Homogenitat des Bodens voraussetzt, welche gewohnlich 
nicht vorhanden ist. Die spateren Berechnimgen und Versuche werden 
aber zeigen, dal3 dieser Faktor bis zii einer gewissen (henze gut verwendet 
werden kann. Die Entwicklimg der angegebenen Formol erfolgt nun fol- 
gendermafien : 

10 ' = ^ ■ 10 ''; 
rj »a ^ 


daraus folgt 

a; = p -f log h — log rj . a, wenn ph < 7. 


Wenn pH > 7, so muB man natiirlich aurh die OH-lonen beriicksich- 
tigen. Man schreibt also 

10 -" 10 '^’*‘ ’ 


wo>)ei y den Exponent der OH-lonen fur die Losimg mit der Wasserstoff- 
zahl p bedeutet. Aus dieser Gleichung folgt 

y = 14,14 — p. 


Wenn man jetzt den vorerst noch unbekannten O H-lonen-Exponenten 
der veianderten Bodens uspension mit z bezeichnet, so ist 

2 = 14,14 — p -f- log 6 — log q . a, 

Wenn man nun annimmt, daB 

10 - 14 -14 
10-* = ^ 

10 - - 

so ist 


und schlieBlich 


sc = 14,14 — 2 


a; =z p -f log q . a — log b, wenn pH > 7. 


tJm die Richtigkeit dieser Gleicbungen nachzupriifen, haben wir 
eine R.dhe ton Versuchen eingeschaltet, die hier kurz beschrieben 
werden. 


Die Ausfiihrung erfolgte mit der bekannten Chinhydronelektrode 
rmd mit einer Apparatiu*, die in der Literatur (3) sohon dfters beschrieben 
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wtirde. Wir haben auf die Vorbereitnng der Bodenproben besondere Sorg- 
falt verwendet, um moglichst alle Fehlerquellen, die infolge unzureichender 
und ungeniigender mechanischer Vorbereitung entstehen konnten, aus- 
ztidchalten, und alle Bodenproben vorher sorgfaltig getrocknet, griindlich 
durchgemischt und durchgesiebt . Vor der Messung warden sie 30 Minuten 
lang durchgeschiittelt, und das dest. Wasser wurde genau auf pn = 7 
eingestellt. Beziighch der verschiedenen mechanischen Behandlimgs- 
methoden der pH-Proben haben wir erne Reihe von Untersuchungen duroh- 
gefiihrt, wobei eine Schutteldauer von ungefahr 30 Minuten die besten 
Erfolge ergab. 

Tabelle 1. 


Wasser- 

gehalt 

^lo 

Ph -Werte 

J 

Ph -Werte 

J 

gemessen 

1 berechnet 

gemessen 

berechnet 

0 

8,062 

8,062 

1 n 

1 1 

1 6,830 

5,830 


5 

8,022 

8,029 

1 + 0,007 , 

5,842 

5,852 

-f 0,010 

10 

7,981 

7,996 

1 + 0,016 

1 5,855 

5,876 

+ 0,021 

15 1 

7,949 

7,960 

I + 0,011 ' 

5,869 

5,894 

+ 0,025 

20 

7,910 

7,924 

1 4“ 0,014 

6,886 

5,912 

4- 0,026 

25 

7,875 ! 

7,886 

+ 0,011 

5,904 1 

5,935 

4- 0,031 

30 

7,838 

7,846 

1 4- 0,008 

5,924 ; 

5,954 

0,030 

35 

7,795 

[ 7,805 

1 + 0,010 1 

5,947 

5,980 

+ 0 033 

40 

7,750 1 

i 7,761 

1 + 0,011 

5 972 

6,002 

+ 0,039 

45 

7,701 

7,724 

+ 0,023 

6,001 

6,040 

+ 0,039 

50 

7,649 

, 7,664 

+ 0,015 

6,034 1 

6,080 

+ 0,046 

55 

7,590 1 

I 7,610 

+ 0,020 1 

6,071 

6,121 

+ 0,050 

60 

7,521 1 

1 7,550 

1 -1- 0,029 1 

6,114 

6,175 1 

+ 0,061 

65 

7,460 , 

7,484 i 

-f 0,024 ' 

6,164 

6,222 

, + 0,058 

70 

7.382 

7,409 ! 

! 4- 0,027 

6,223 

6,280 

+ 0,057 

75 

7,300 

7,322 1 

4- 0,022 

6,273 

6,342 

1 + 0,069 

80 

7,190 

7,217 1 

1 4- 0,027 1 

6,382 

6,430 

+ 0,048 

85 

7,099 

7,075 ' 

‘ —0,021 

6,500 

6,530 

+ 0,030 

90 

7,023 

7,000 

— 0,023 

6,669 

6,670 

+ 0,001 

95 

6,992 

7,000 

4- 0,008 

6,962 

6 820 

— 0,142 

97 


7,000 



7,000 


99,9 

1 

7,000 

1 

1 

7,000 

1 


Die Zahlen der Tabelle I zeigen, daB die Ergebnisse der thcoretischen 
Berechnung und der praktischcn Messung innerhalb der bereits erwahnten 
Fehlergrenze meistens ganz gut ubereinstimmen. Die Unterschiede 
sind wahrschcinlich groBtenteils auf die Unhomogenitat und auf die 
chemisch-physikalische Konstitution des Bodens zuruckzufuhren. Auf 
Grund dieser theoretischen Erwagungen und der mitgeteilten Messungen 
konnten wir feststellen, daB bei Bestimmung des Wassergehalts einer 
Bodenprobo die pn-Zahl dieses Bodens bei einem anderen Feuchtigkeits- 
grad durch eine einfache Berechnung jederzeit ermittelt werden kann. 
Ob man jetzt bei der Messung ein festes Verhaltnis zwischen Boden 
und Wasser anwendet oder aber alle Bodenproben auf denselben Wasser- 
gehalt bringt, spielt keine besondere Rolle. Das Hauptgewicht des 
Problems liegt — wie ich schon erwahnt habe — in der genauen Be- 
stimmung des Wassergehalts. 
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Im folgenden werde ich nun auch zeigen daB bei den meisten Wald- 
boden, wo die Feuchtigkeitsprozente zwischen 10 und 26 % schwanken, 
die durch die Veranderung des Wassergehalts hervorgerufenen Azi- 
ditatsveranderungen derart gering sind, daB sie, wenigstens in bio- 
logischer Hinsicht, iiberhaupt nicht in Betracht kommen. An der 
Hand der Tabelle I kann man namlich die biologischen Anderungen 
von den physiko-chemischen Anderungen, die von dem Wassergehalt 
hervorgerufen werden, jederzeit in einfacher Weise trennen. Ich 
habe diese Trennung beispielsweise an der Hand bereits a. a. 0. (4) 
mitgeteilter Untersuchungen durchgefiihrt und das Ergebnis in 
Tabelle II zusammengefaBt. 

Die Zahlen zeigen, daB diese oft betrachtlichen Veranderungen, 
welch e in den Waldboden periodisch (jahreszeitlich) vorkommen, iiber- 
wiegend von biologischer Natur sind. Das gleiche gilt fiir weitere 
experimentelle Untersuchungen (1). Ich bringe in Tabelle III einige 
charakteristische Beispiele. 

Da die pH"Untersuchun^?en meines Instituts seit Jahren auf Crnind 
des Verhaltnisses zwischen Boden und dest. Wasser 1 : 2 durchgefiihrt 
wurden, so sind sie natiirlich alle miteinander vergleichbar. Steigt der 
Feuchtigkeitsgehalt eines Bodens iibor 25 bis 30 hinaus, so wird der 
physiko-chemische EinfluB des Wassergehalts starker. Wasserstoffionen- 
Zahlen von B5den mit derartigen Schwankungen im Feuchtigkeitsgehalt 
sind natiirlich nicht vergleichbar. Hat man abor auch hier den Feuchtigkeits- 
gehalt immer gewissenhaft bestimmt, so kann man mit Hilfe des oben 
besch 2 *iel>enen rechnerischen Verfahrens alle pa-Zahlen auf eine Vergleichs- 
basis umrechnen. 

2. Der Nachweia des biologischen Ursprungs der pn- Anderungen des Bodens, 

Um nun den vornehmlich biologischen Ursprung der pH- Anderungen, 
die sich im Boden abspielen, unzweideutig nachzuweisen, habe ich in 
meiner ersten Arbeit den einzig gangbaren Weg der Sterihsation des 
Bodens eingeschlagen. Zur weiteren Bestatigung habe ich bei den 
im folgenden beschriebenen neueren Versuchen zunachst verschiedene 
Methoden zur Inaktivierung der Boden erprobt und die ph- A nderungen 
auch bei gleichem Wassergehalt nachgewiesen. Spater wurden die 
Bodenproben auch mikrobiologisch untersucht. Die Bestimmung des 
Bakteriengehaltes erfolgte nach der gewohnlichen Plattenmethode (3). 

Es wurde in der letzten Zeit von verschiedenen Autoren vor- 
geschlagen (2), die Bodenproben stets bei einem Wassergehalt von 
80 % zu untersuchen. Ich konnte schon friiher zeigen, daB der Wasser- 
gehalt der Bodenproben, die bei dem festen Verhaltnis 1 : 2 unter- 
sucht werden und deren Feuchtigkeitsprozente nur zwischen 5 und 26 
schwanken, wahrend der TJntersuchung ungefahr auf 60 bis 80% 
reguliert wird. Um jedoch ganz exakt zu arbeiten, habe ich meine 
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Bodenproben stets auf 80% Wassergehalt gebracht, genau wie in 
der letzten Zeit vorgeschlagen wurde (2). 

Versuch 1 wurde mit drei ver- 


schiedenen B6den durchgefiihrt. 
Die Versuchsdauer ist in der Abb. 1 
angegeben. Probe L entstammt 
einem Waldboden mit Fichten 
mittleren Alters, Probe N dem 
Boden eines Eichenwaldes von 
inittlerem Alter (Quercus sessili- 
jlora), Bodenprobe K dem Boden 
eines ziemlich sauren Fichtenwaldes 
von mittlerem Alter. Die aiisge- 
streute Probe wurde innerhalb 
1 Stunde naeh der Probeentnahme 
sofort bei Zimmertemj)eratur ent- 
sprechend behandelt. Die nut 
106® C bezeichnete Probe wurde 
24 Stunden lang in einer elek- 
trischen Trockenkammer auf 105®(' 
gehalten, die ,, sterile** Probe bei 
1,6 Atm. Druck in heifiem Dampf 
dreimal hmt»ereinander mit 24 Stun- 
den Abstand sterilisiert. 

Die Untersuchimgsergebnisse 
zeigt Abb. 1. Die Untersuchuiig 
der pH-Proben erfolgte aus- 
schliekich bei 80% Feuchtig- 
keitsgehalt. Das Ergebnis ist eiii- 
deutig. Die sterile Probe ist 
vollkommen inaktiv geblieben, 
ferner koiinte weder Trocknen 
bei Zimmertemperatur noch 
24stundigc8 Trocknen bei 105^ C 
die Inaktivierung der Mikroben- 
welt herbeifiihren. Ich babe in 
meiner letzten Arbeit (5) ja schon 
gezeigt, daB eine betrachtliche 
Anzahl von Bodenbakterien diese 
Hitzegrade iiberdauert. 

Versuch 2. In diesem Ver 
such mit Boden der Versuchs- 
flache K haben wir die 
PH-Untersuchungen gleichzeitig 
bei 80 %igem Wassergehalt und 
bei dem festen Verhaltnis von 


^ 



is- 

3n\ I I I I \ I I I 

X.m’ BO. SI, 8i. 23. 


Abb. 1. 

j = Unterschled zwlschen den maximalen nnd 
nilnimalen p^AVerten (nach der Reihenfolge 
\on oben nach nnten) 0,56, 0,07, 0,30, 0,42, 0,17, 
0,01, 0,21, 0,30. 



Abb. 2. 

^ Unterschled zwUohen den maximalen nnd 
minimalen (nach der Reihenfolge 

von oben nach nnten) 0,09, 0,10, 0,19, 0,21, 0,15, 
0,14, 0,14, 0,12. 
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1 : 2 durchgefuhrt. Die zwei in Abb. 2 dargestellten Ergebnisse, be* 
statigen diejenigen des ersten Versuchs. Es soil noch besonders betont 
werden, dafi die relativen pn-Anderungen der bei 80% Wassergehalt 
untersuchten Bodenproben und der Proben, bei denen das Verhaltnis 1 ; 2 
eingehalten worden war, voUkommen parallel verlaufen. (Siehe Abb. 2.) 

Versuch 3. Hierzu wurde der Boden einea Eichenwaldes von mittlerem 
Alter verwendet. Ein Teil der Proben wurde ausgestreut, ein anderer 
24 Stunden lang bei 106® C getrocknet und ein dritter nach dem Vorschlag 
von Pistor (6) 24 Stunden lang in einem der iiblichen Vakuumtrocken- 

apparate bei 30 bis 36® C ge- 
trocknet, indem die zugefiihrte 
Luft mit Schwefelsaure getrocknet 
und der Luftdruck mit Hilfe einer 
Leyboldschen Vakuumpumpe auf 
18 bis 20 mm Quecksilber gehalten 
wurde. Ein Teil der Proben 
wurde ferner 12 Stunden lang im 
Vakuum und dann 24 Stunden lang 
bei 105® C unter normalem Druck 
im Trocknungsapparat getrocknet. 
Einige Proben wurden normal steri- 
lisiert und nachher mit aktiver Erde 
geimpft. 

Die Proben dieses in Abb. 3 
dargestellten Versuchs haben 
schon anfangs ziemlich betracht- 
liche Anderungen erlitten ; sie 
wurden alle ohne Ausnahme 
saurer. Die Trocknung bei 105® C 
wirkte besonders kraftig. Ichhabe 
schon in meiner f riiheren Arbeit ( 1 ) 
darauf hingewiesen, dafi durch 
die Einwirkung dieser hohen 
Temperatur wahrscheinlich in der 
inneren Struktur der Boden- 
kolloide starke Verschiebungen 
und groBtenteils irreversible 
kolloidchemische Reaktionen mit 
Beeinflussung des pn-Wertes hervorgerufen werden, die allein durch 
die physikalische Wirkung des Wasserverlustes nicht erklart werden 
kdnnen, zumal die Bodenproben bei alien diesen Versuchen vor 
und nach der Behandlung auf den gleichen Wassergehalt gebracht 
wurden. Bei diesem Versuch haben wir auch die Veranderux^en w&hrend 
der Trocknung verfolgt ; Abb. 3 zeigt uns, daB nur ein Teil der Ver- 
anderungen durch nachtraglichen Wasserzusatz wettgemacht werden 



Abb. 8. 

J ss Unterschied zwlschen den maxi- 
malen nnd minlmalen p^Werten (nach 
der Reibenfolge von oben nach nnten) 
0 , 72 , 0 , 23 , 0 , 12 , 0 , 26 , 0 , 86 , 0 , 18 , 0 , 88 , 
0 , 34 , 0 , 22 , 0 , 34 , 0 , 26 , 0 , 15 , 0 , 09 , 0 , 20 , 
0 , 20 , 0 , 24 , 0 , 32 . 



Mikrobiologische Gmndlctgen der Schwankimgen der Bodenaziditat. II. 411 

konnte. Der Unterschied wird also sicherlich durch die Wamie hervor- 
gerufen. Auch die Sterilisation mit heiOem Dampf verursacht infolge 
dieser Warmewirkung oine starke Veranderung der pn-Werte, so daB, 
&hnlich wie bei dem TrocknungsprozeB, der pn-Wert zunimmt. Die 
tJbereinstimmung aller dieser Ergebnisse beweist, daB die Ernicdrigung 
der pH-Werte teilweise auch der physikalischen Wirkung der Hitze 
zuzuschreiben ist. 

Die Untersuchungsergebnisse zeigen weiter, daB weder die Trock- 
nung im Vakuum, noch die Trocknung bei 105® C imstande sind, die 
mikrobiologische Aktivitat 
und die damit verbundenen 
Ph - Schwankungen eines 
Bodens stillzulegen. Die Ver- 
anderungen der ausgestreuten 
Probe sind ebenfalls merklich. 

Die groBten Veranderungen 
finden wir bei den im Vakuum 
behandelten und bei den nach 
der Sterilisation geimpften 
Proben. Die Veranderungen 
der pH-Werte nach dem 
Trocknen bei 105® C sind ver- 
haltnismaBig am geringsten. 

Ich mochte noch betonen, daB 
hier alle Messungen bei einem 
Wassergehalt von 80 % durch- 
gefiihrt wiirden. 

Versuch 4 wurde mit dem 
Boden dor Versuchsflache L 
durchgefiihrt, mit dem l^nter- 
schied jedoch, daB die sterile 
Probe wahrond der Versuch s- 
dauer sorgfaltij; vor Infektion 
geBchiitzt wurde. Die Kontrolle 
wurde in einem offenen (JefaB 
gehalten. Die sterilen Proben wurden, tun moglich vollkommene Sterilitat 
zu erreichen, in Reagensglaser verteilt, sterilisiert und aufbewahrt, was 
die Schwankungen des Wassergehalts dieser Proben erkl&rt. 

Die in Abb. 4 dargestellten Ergebnisse dieses Versuches, bei dem 
wir auch eine bakteriologische Untersuchung durchfiihrten, bestatigen 
diejenigen des Versuchs 3. Sie boweisen deutlich den Zusammenhang 
zwischen der biologischen Aktivitat des Bodens und den Ph- V eran- 
derungen. Wenn man von der Sterilisation absioht, so ist natiirlich am 
wirksamsten die Trocknung bei 105® C wahrend 24 Stunden. Die 
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Abb. 4. 

J = Unterschied zwischen den maximalen nnd 
minimalen p^-Werten (nach der Reihenfolge 
von oben nach unten) 0,06, 0,34, 0,30, 0,23, 0,27, 
0,17, 0,18, 0,20, 0,18, 0,17, 0,13. 
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Trocknung im Yakuum ist wenigstens in mikrobiologischer Hinsioht 
ziemlich wirkungslos. Am starksten war natiirlich die Wirkung der 
Sterilisation; die sterilen Proben sind auch nach der Impfung im 
Verhaltnis zu den librigen Boden verhaltnismaBig recht inaktiy 
geblieben. 

Das Ergebnis des Versuches ist in mikrobiologischer Hinsicht 
insofern besonders interessant, als sich gezeigt hat, dafi die Boden- 
bakterien auch bei recht niedrigem Feuchtigkeitsgehalt des Bodens 
ihr Leben weiterfiihren konnen. Nach Angaben in der Literatur der 
letzten Jahre wird das Baktcrienleben des Bodens bei einem Feuchtig- 
keitsgehalt von 10 bis 5 % fast vollkommen gehemmt. Diese Behauptung, 
die man meist durch mikrobiologische Beobachtungen zu stiitzen 
suchte, ist nach den Ergebnissen dieses Experiments nicht haltbar. 

Ich mochte noch darauf hinweisen, daJB der Versuch, auf Grund rein 
chemischer und physiko-chemischer Befunde ohne griindliche mikro- 
biologische Untersuchtmg den biologi&chen Zustand eines Bodens zu charak- 
terisieren leicht, wie auch in diesem Falle, zu Felilschliissen fiihrt. Dal3 die 
Bodenbakterien auch bei niedrigem Feuchtigkeitsgehalt des Bodens ihr 
Leben fortfiihren konnen, habe ich in einer anderen Arbeit (5) besonders 
betont. Dal3 sie noch bei recht niedrigem Wassergehalt des Bodens leben 
konnen, beweist deuthch der Umstand, daf3 sich ihre Anzahl wahrend 
der Versuchsdauer im positiven oder negativen Sinne ununterbrochen 
andert. Es hat ja auch die Untersuchung der ganz trockenen Steppen- 
und Wiistenboden, die in meinem Inst i tut auch jotzt noch untersucht 
werden, den klaren Beweis erbracht, dal3 eine groBe Anzahl Bodenbakterien 
noch in ganz trockenen Boden leben kann (7). 

AuBer diesem Versuch haben wir noch weitere zur Bestatigung der 
mitgeteilten ^Ergebnisse durchgefiihrt. Da sie aber das eben Gesagte be- 
statigen, so kann hier von der Mitteilung abgesehen werden. 

Die Ergebnisse dieses Versuches beweisen jedenfalls den kausalen 
Zusammenhang zwischen den Anderungen der pH-Werte und der bio- 
logischen Aktivitat des Bodens. Nur die sterile Probe, in der alle Keimo 
vernichtet wurden, blieb unverandert. Die offene Probe, deren Wasser- 
gehalt sich weniger verandert hat, zeigte ganz betrachtliche Schwan- 
kungen. Die Veranderungen der pn-Werte der ausgestreuten Probe 
sind geringer. Wenn man nunmehr die Ergebnisse der pn-Messungen 
mit denen der bakteriologischen Untersuchung vergleicht, so wird man 
unwillkurlich zu der Einsicht kommen miissen, dafi zwischen der Tatig- 
keit der Bodenbakterien und der Veranderungen der pn-Werte ein 
unverkennbarer Zusammenhang besteht. 

Versuch 5 wurde im Marz 1933 mit dem Boden der Versuchs- 
flachen L und K durchgefiihrt. Die Proben standen in offenen Glas- 
gefaBen. Der Zweek des Versuches war, den Zusammenhang zwischen 
den Anderungen der Bakterienzahl und den Anderungen der pn-Werte 
eingehend nachzuweisen. Nach den in Abb. 5 mitgeteilten Daten 
verlaufen die Anderungen des Bakteriengehalts im groBen und ganzen 
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Abb. 5. 

^ = der Unterscbied zwischeii don maximalen and 
minlmalen y)H"Werten (nach der Reiheufolge von 
oben nach nnten) 1,58, 1,38. 


parallel mit den Anderungen der pn- Werte, wodurch auch experimentell 
die Zusammenhailge bestatigt werden, die ich in meinen friiheren 
Arbeiten ermittelt babe (3). 

Da die Proben in offenen 8mooo\ 

GlasgefaBen gehalten war- 
den, so haben natiirlich 
schlieBlich die aeroben Bak- 
terien die Oberhand ge- 
wonnen, eine recht inten- 
sive Zersotzungsarbeit ent- 
faltet und die anfangs 
sauren Halbprodukte der 
Verwesung voUstandig ver- 
arbeitet. Die Anderungen 
der Bodenaziditat sind bei 
diesem Versuch auffallend 
hoch. Wir haben namlich 
hier mit Friihjahrsproben 
zu tun gehabt, die in- 
folge ihrer unverbrauchten 
Humusrescrve eine viel in- 
tensivere Bakterientatig- 
keit erlaubten als jene 
Proben, die im Laufe des 
Sommers und Herbstes vor 
dem Laubfall gesammelt 
warden. 


Yersuch 6. Ich bringe 
noch zum Schlufl in Abb. 6 
die Ergebnisse unserer mehr- 
jahrigen l^ntersuchungen, 
deren Ergebnisse wenigstons 
teilweise auch in denx ersten 
Teil dieser Untersuchun- 
gen (1) mitgeteilt werden. 
Von den angesetzten acht 
Proben warden die Proben 1 
bis 4 sterilisiert, die iibrigen 
im urspriinglichen Zustand 
belassen. Die Behandlung 
der Bodenproben zeigt uns 
die Legende unter der Abb. 6. 
Die sterilisierten Proben war- 
den mikrobiologisch noch- 
mals tintersuoht, wobei sich 
ergab, dai3 nur die Probe 1 
steril geblieben war, w4hrend 
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Abb. C. 

1. Steril, gescblossen ; .^«0,22. 2. Sterll, mit VTatte 
abgeacblossen ; 8. Sterll, inkubiart ; ^=;0,82. 

4. Steril mit Watte abgesehloasen ; 4 = 0,24. 5. Oa- 
sohlossen; .tf«0,74. 6. Offen; i^sl,15. 7. Mit Watte 
abgeacblossen, iiikubiert; 4 ^ 1,23. 8. Mit Watte ab- 
geschlossen; Aet Unterscbied zwiscben 

den maximalen nnd den mintmalen pj^Werten. 
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die iibrigen inzwisohen mehr oder weniger infiziert worden sind. Probe 1 
ist auch im Sauregrad fast vdllig tinverandert geblieben, w&hrend die 
ubrigen ziemlich bedeutende Veranderungen zeigen. Die Ursache der 
Tnfektion diirfte in der unvorsichtigen Entnahme der Untersuchungsproben 
zu suchen sein. 

Dieser Versuch beweist, dafi mit der Zunahme der Bakterienzahl 
auch eino Zunahme der Veranderungen der j^H-Werte erfolgt. Bei den 
seinerzeit nicht sterilisierten Proben kann man eine ziemlich betrachtliche 
Erhohung der /)H-Werte feststellen. Nur die geschlossene Probe, wo 
anscheinend die anaeroben Vorgange uberwiegen, zeigt eine gewisse Ab- 
nahme. Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen ebenfalls die hohe An- 
passungsfahigkeit der Bodenbakterien an die Trockenheit des Bodena. 
DaB selbst die bewasserte Probe eine sehr niedrige Bakterienzahl 
zeigt, hangt mit der starken Abnahme des Humusgehaltes zusammen. 

3. Verauche zum Nachweis des Zusammenhanges zwischen den 
Veranderungen der der Leitfdhigkeit und den ynikrohiologischen 

Veranderungen im Boden. 

Alle bisher durchgefiihrten Vcrsuche haben gezeigt, daB die meisten 
biochemischen Veranderungen der Boden, insbesondere die Aziditats> 
schwankungen, vornehmlich auf die Tatigkeit der Bodenmikroben 
zuruckgeftihrt werden miissen. Um den endgiiltigen Beweis nun auch 
in einer anderen Richtung einwandfrei erbringen zu konnen, habe ich 
auch die Veranderungen der Leitfahigkeit des Bodens vom Standpunkte 
des BioJogen aus untersucht. tJ'brigens hat schon Pantanelli (8) die 
Leitfahigkeit und die damit zusammenhangende Salzkonzentration 
der Boden zur Charakterisierung ihrer mikrobiologischen Tatigkeit 
herangezogen. 

In einer friiheren Arbeit, wo ich auf (Irund ausgedehnter Versuche 
die Veranderxingen der pH-Werte der verschiedenen Wald- und auch einiger 
landwirtschaftlich benutzter Boden nachgewiesen habe (4), habe ich mich 
schon mit den Verandenmgen der Leitfahigkeit befaBt und konnte den 
periodischen Charakter der ziemlich bedeutenden jahreszeitlichen Schwan- 
kungen der Gesamtsalzkonzentration der Boden nachweisen. Ohne auf die 
Einzelheiten dieser Untersuchungen einzugehen, mochte ich hier nur ganz 
kurz erwAhnen, daB zwischen den Schwankungen der pn-Werte und den 
Veranderungen der Leitfahigkeit ganz bestimmte Zusammenhange fest- 
gestellt werden konnten. Dort, wo eine starke Konzentration der H-Ionen 
vorhanden war, also im Friihjahr und hauptsachlich im Winter, trat eine 
Starke ErhChung der Leitfahigkeit auf. Ich habe darauf hingewiesen, 
daB wahrscheinlich die freiwerdenden H-Ionen bzw. das relative und quanti- 
tative Verhl^ltnis derselben auch die Leitfahigkeit der Bdden beeinflussen 
kbnnen. Da jedoch diese Schwankungen, die oft ein ganz betrachtliches 
AusmaB erreichen, durch die Aziditatserscheinxing allein nicht erklart 
werden konnten, so muBten wir schon damals voraussetzen, daB die Leit- 
fahigkeit tmd die damit zusammenhangende Salzkonzentration der Bdden 
auch durch die mikrobiologischen Verhaltnisse bzw. durch die Intensitat 
der Arbeit der Bodenmikroben stark beeinfluBt werden. Die Anderuugen 
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del* PH-Werte ©rgeben je- 
doch ©in vi©l d©utlichor©s 
Bild von d©n biologit-chen 
tind bioch©mifech©n Ande- 
rungen. welch© sich im 
Waldboden abspielen, als 
die Ausschlag© der Leit- 
fahigkeit.# 

Die VersuchFanord- 
nung war f olgende : AuBer 
den pH-Werten tind dem 
Wassergehalt bestimmten 
wir auch den Ciehalt an 
Bakterien nnd Pilzen 
quantitativ in den ©in- 
zelnen Proben. Es wur- 
den stets Parallel ver&uche 
angesetzt, so dafl die mit- 
geteiltdn Zahlen Mittel- 
werte sind. Versuchs- 
objekt war wiedor der 
Bodt n der Versnchs- 
fla<*h© />, also ©in Fichten- 
waldbodon. Einen Toil 
des Bodens haben wir 
im heiBen Dampf nnter 
‘Druck dreimal hinterein- 
ander rnit 248tiindigein 
Zeitintorvall storilisiert, 
einen anderen 24 Stiinden 
langbei lOS^Cgetrocknet, 
wieder einen an<leren Toil 
in groBen flacheii («las- 
gefaBen dilnn ausgestreut . 
Eine Probe wurde nach 
der Sterilisation init ak- 
tiver Erde geiinpft, nnd 
eine waiter© als Kontrollo 
im offenen GlasgefaB auf- 
bewahrt. Alle Proben 
warden in ©ntsprechenden 
G-lasgefaBen bei Zimmer- 
temperatur gehalten, die 
sterilisierten C^faBe nnd 
die GefaBe, welcho die 
bei 105® 0 getrockneten 
Proben enthielten, mit 
©inem Wattebanftch abge- 
schlossen. Die Leitfahig- 
keit wurde nebst den 
iibrigen Faktoren mit der 
Apparatur meines In- 
stituts (3) gemessen. 



j? Elektrlsche Leitffthigkeit (die Werte sind 
mit 10-5 zu multiplizleren), Bg = Bakterien- 
gehalt in Tausenden, P = Pilze In Tausenden, 
Wp = Wassergehalt in o/o, iTp = Humusgohalt 
in o/o. Der Unterschled zwischen den maxi- 
malen und minimalen pH'^Werten von oben 
nach nnten: 1,22, 0,06, 1,01, 0*41, 1,44. Der 
Unterschled zwischen den maxlmalen nnd den 
minimalen Leitfhhigkeitswerten von oben nach 
nnten : 8,48, 2,82, 17,89, 4,81 ♦ 7,06. ^ 
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Abb. 7 stellt nun die Veranderungen dar. Es fallt bier vor allem 
auf, daB bei alien sterilisierten Proben anfangs die H-lonenkonzen* 
tration und gleichzeitig die Leitfahigkeit der betreffenden Boden zu^ 
genommen hat. Diese Erscheinung laBt sich, wie ich schon fruher 
erortert habe, physiko-chemisch leicht orklaron. Im iibrigen zeigten 
in den sterilen Boden nicht nur die pn-Werte, sondern auch die Werte 
der Leitfahigkeit nur ganz geringe Abweichungen, die mfeist noch 
innerhalb der normalen Fehlergrenzen liegen. Bei Priifung erwiesen 
sich diese Proben dann auch als vollkommen keimfrei. Alle iibrigen 
Proben zeigten aber ganz deutliche und regelmaBig verlaufende Schwan- 
kungen ihres Mikrobengehalts sowie ihrer Aziditat und Leitfahigkeit. 
Ich mochte aber nochmals darauf hinweisen, daB die Zahl der Boden- 
bakterien und meistens auch der Pilze im Verhaltnis zum Anfangs- 
zustand, auch in der unbehandelten Probe, gewisse abnehmende Tendenz 
zeigt. Diese Abnahme ist sicherlich teilweise durch die abnehmende 
Bodenfeuchtigkeit zu erkJaren. Da aber auch der Humusgehalt bei 
alien biologisch 8iktiven Proben sich sehr stark vermindert hat, so tragt 
natiirlich auch dieser Umstand zur Verringerung des Baktcriengehaltes 
bei. Der Humusgehalt der sterilen Probe blieb unverandert. Der 
Bakteriengehalt der unbehandelten Proben 1 und 5 zeigt zunachst 
eine starko Abnahme, dann bei Probe 1 eine Depression mit darauf- 
folgender Zunahme, und bei Probe 5 eine voriibergehende Zunahme 
und eine rasche Abnahme, die durch eine langsam erfolgende Zunahme 
nicht mehr ausgeglichen werden konnte. Der Bakteriengehalt bleibt 
aber am Versuchsende bei alien Versuchen immer unter dem Anfangs- 
niveau. Die Schwankungen der pn- Werte verlaufen bei Probe 1 und 5 
parallel mit dem Bakteriengehalt. Ich kann dies nur mit meiner friiheren 
Annahme erklaren: Da die Anzahl der anaeroben Bakterien in meinen 
Versuchsboden verhaltnismaBig ganz geringen Schwankungen unter- 
worfen ist, so werden die quantitativen Veranderungen der aeroben 
Bakterien auf die Zersetzungsvorgange in den Bodenproben einen ent- 
scheidenden EinfluB ausiiben. 

In den unbehandelten Proben laBt sieh auch ein gewisser Antagonismus 
zwischen den Bodenbakterien und Bodenpilzen beobachten. In vielen 
Fallen kann man ferner mit Hilfe der Abbildung nachweisen, daB mit der 
Erh6hung der Bodenaziditat auch eine Zunahme der Bodenpilze erfolgt. 

Die Werte der Leitfahigkeit zeigen in alien unbehandelten Proben 
gewisse Schwankungen, die in den offenen und in den geimpften Proben 
besonders betrachtlich sind, da hier der hohere Wassergehalt, wie das 
auch die Bakterienkurve zeigt, eine viel intensivere Bakterientatigkeit 
ermoglicht hat. Da die ausgestreute und die bei 105® C behandelte 
Probe verhaltnism&Big rasch ihrer natiirlichen Feuchtigkeit beraubt 
wurden, finden wir naturlich bei diesen Proben viel kleinere Ausschlage. 
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Dap diese Schwankungen hauptsachlich durch die Tatigkeit der Boden- 
mikroorganismen verursacht werden, wird dadurch bewiesen, daB die 
sterilen Proben alle unverandert geblieben sind. Nach der Sterilisation 
und auch nach dem TrocknungsprozeB tritt bei alien Proben eine Er- 
hdhung der Leitfahigkeit ein. Gleichzeitig kann man eine Zunahme 
der H-Ionenkonzentration bzw. eine Erhohung der Bodenaziditat 
beobachten. Es laBt sich hier ein kausaler Zusammenhang zwischen der 
Zunahme der H-Ionenkonzentration und der Leitfahigkeit feststellen. 
Die Schwankungen sind oft, besonders im Anfangsstadium der Versuche, 
ziemlich bedeutend. Das hangt sicherlich mit der erhohten Tatigkeit 
der Mikroorganismen des Bodens zusammen, die in ihrem biologischen 
Gleichgewicht bei der Entnahme der Proben erheblich gostort werden 
und auf diesen kiinstlichen Eingriff jetzt lebhaft reagieren. Spater, 
wenn die Bakterien und Pilze infolge der steten Abnahme des Humus> 
gehaltes und der Bodenfeuchtigkeit ihre Tatigkeit mehr und mehr ein- 
schranken miissen, werden naturlich mit dem Abflauen der pn- Schwan- 
kungen auch die Veranderungen der Leitfahigkeit immer geringer. 
Ich muB allerdings betonen, daB auch die bei der Bodenatmung ge- 
bildeten C 02 -Mengen den ganzen biologischen Vorgang merklich beein- 
flussen konnen. Zwischen den aeroben und anaeroben Zersetzungs- 
vorgangen im Boden besteht ja ein ausgepragter Antagonismus, 
weil die ersten anaeroben Produkte der Verwesung, welche bekanntlich 
iiberwiegend sauren Charakter aufweisen, spater, wenn geniigender 
Luftzutritt vorhanden ist, allmahlich in mehr neutrale Stoffe verwandelt 
werden. Die entweichende Kohlensaure wird aber von dem Boden- 
wasser teilweise absorbiert, und die frei werdenden H-Ionen der so 
entstandenen Hydrocarbonate konnen ganz erheblich die pn-Werte 
baeinflussen. Werden aber mit der Verarbeitung der Humusstoffe 
die sauren Gbergangsprodukte weniger, so muB naturlich schlieBlich 
eine Zunahme der pn-Werte, d. h. eine Erniedrigung der Aziditat, 
erfolgen. Da jedoch infolge der Zersetzungsratigkeit der Bodenmikro- 
organismen auch mehr und mehr anorganische Kationen und Anionen 
frei gemacht werden, welche die elektrometrisch meBbare Gesamtsalz- 
konzentration des Bodens erheblich erhohen, so wird schlieBlich, wie 
dies auch die Versuche zeigen, parallel mit der Erhohung der pn-Werte 
auch eine Erhohung der Leitfahigkeit erfolgen. 

Es soil naturlich nicht geleugnet werden, daB in der freien Natur, 
haupts&ohlich infolge der Einwirkung des Niederschlagswassets, ebenfalls 
gewisse Andeningen in der chemischen und physikalischen Beschaffenheit 
des Bodens eintreten kdnnen, wobei freie H-lonen entstehen und infolge 
der AtiSwaschung sich auch die Gesamtsalzkonzentration des Bodens &ndem 
kann, Diese Versuche haben aber gezeigt, daB in alien Fallen, wo man die 
erwAhnte Wirkung des Wassers durch entsprechende Versuchsanordnung 
ausschaltet, fast alle Veranderungen des Bodens, welche infolge der 

28 ^ 
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biologischen Zerfletzimgsarbeit entstehen, vollkommen stillgelegt werden 
konnen, falls die Mikroorganismenwelt des Bodens abgetdtet wird. Axis 
diesen Ergebnissen karm man auch folgern, dal3 namentlioh im Waldboden 
die Veranderungen der chemischen tind physikalischen Beschaffenheit 
des Bodens zum iiberwiegenden Toil auf biologische Ursachen zuruck- 
zufuhren sind. Die unmittelbare Wirkung der anorganischen Umwelt- 
faktoren diirfte dabei, namentlioh wahrend kiirzerer Zeitperioden, ziemlich 
bedeutungslos sein. Da in der freien Natur eine langere Existenz von sterilen 
Bdden vollkommen undenkbar ist, so miiBte man der Frage, in welchem 
Mal3e die biologische Wirknng von der Einwirkimg der anorganischen 
Umweltfaktoren getrennt werden konnen, durch weitere Exi)erimente, 
viel mehr als das bisher geschehen ist, nahe treten. 

Auch diese Versuche haben bestatigt, daB durch den Trocknungs- 
prozeB, welchem die Bodenproben vor ihrer Untersuchung gewohnlich 
untcrworfen werden, eine Fixierung der Bodenaziditat nicht erfolgen 
kann, und daB selbst die Trocknung bei 105® C die Tatigkeit der Boden- 
mikroben und die damit verbundenen Anderungen der Leitfahigkeit 
und Bodenaziditat durchaus nicht zu hindern vermag. 

Es wurden auch die Ergebnisse der friiheren Versuche beziiglich 
der hohen Anpassungsfahigkeit der Bodenmikroben an die Trockenheit 
des Bodens bestatigt. Es zeigt sich, daB die Bodenmikroben noch bei 
einem Feuchtigkeitsgehalt von 2 bis 3% aktiv sind und infolgedessen 
ihre Zersetzungsarbeit, wenn auch in beschranktem MaBe, durch- 
fiihren. 

Die XJntersuchungen haben bewiesen, daB nicht nur die Boden- 
aziditat, sondem auch die Gesamtsalzkonzentration der Boden einem 
ununterbrochenen Wechsel untcrworfen ist, der durch die Tatigkeit 
der Bodenmikrol)en herbeigefiihrt und durch voJlstandige Inaktivierung 
derselben stillgelegt wird. 

Ich mdchte noch kurz darauf hinweisen, daB die Leitfahigkeit des 
Bodens auch durch dessen jeweiligen Wassergehalt stark beeinflufit wird. 
Man muB daher bei der Berechnung der Leitfahigkeitswerte die Boden- 
feuchtigkeit beriicksichtigen, urn auch hier den physiko -chemischen Anteil 
von dem sicherlich weitaus groBeren biologischen Anteil zu trennen. Am 
besten ist es, alle Bodenproben bei der Untersuchung mit gleichen Wasser- 
mengen zu behandeln. 

Ich mochte noch zum SchluB darauf hinweisen, daB man die 
chemisch-physikalische Konstitution eines Bodens richtig nur daim 
erfassen und verstehen wird, wenn man die lebende Natur desselben 
und den damit zusammenhangendcn dynamischen Charakter des 
Bodenlebens* vollauf zu wiirdigen versteht. DaB physiko-chemische 
und namentlidb auch kolloidcbemische Veranderungen in den B5den 
auch ohne biologische Zersetzungsarbeit oder, besser gesagt, auch 
obne Mikrobentatigkeit zustande kommen kann, ist unzweifelhaft. 
these Veranderungen sind aber nach meiner Ansicht geringfiigig im 
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Verhaltnis zu den groBen durchgreifenden biologischen Reaktionen, 
die sich in den Bodenschichten abspielen, aus denen die Pflanzen ihre 
N&hrstoffe entnehmen. 

Ich bin der Ansicht, daB der alten Anffassung, welche den Boden 
im statischen Sinne als ein Gemenge von chemischen Verbindungen 
aufgefaBt hat, nicht mehr ganzlich beigepflichtet werden kann, dafi der 
Boden vielmehr eine lebende Materie ist, deren Untersuchung nur dann 
zum Ziele fahrt, wenn man die biologischen Grundlagen und die dynamische 
Natur des gesamten Problems dutch Anwendung einer entsprechenden 
Methodik beriicksichtigt. 

Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Durch eine einfachc rechnerische Methode, die in dieser Arbeit 
angegeben wird, kann man die Veranderungen, welche in den pn-Werten 
der Boden durch physiko-chemische Einfliisse bzw. durch die Ver- 
anderungcn des Wassergehalts hervorgerufen werden, von den bio- 
logischen rasch und einfach getrennt nachweisen. 

2. Die physiko-chcmisehen Schwankungen der Bodenaziditat, 
welche durch die Veranderungen des Wassergehalts hervorgerufen 
werden, sind, falls der Feuchtigkeitsgehalt der Bodenproben zwischen 
5 und 25% schwankt, im Verhaltnis zu den biologisch bedingten Ver- 
anderungen derart bedeutungslos, daB man sic bei uberwiegenden 
biologischen Zielen der pH-tJntersuch ungen vernachlassigen kann. 
Diese Feststellung gilt besonders dort, wo man mit dem festen Ver- 
haltnis 1 : 2 arbeiti't, bei dem die eben erwahnten Unterschiede meistens 
kleiner als pu =0,1 bleiben. 

3. Sind groBere Feuchtigkeitssehwankungen vorhanden, oder soli 
ein Vergleich der pH-B.'stimmungen bei verschiedenem Wassergehalt 
der Boden ermoglicht werden, so untersucht man am zweckmaBigsten 
die Bodenproben sofort nach der Entnahme und bestimmt dabei den 
Wassergehalt. Wird dabei auch das Verhaltnis der Bodcnsuspensionen 
angegeben, bei welchen die Bestimmung der pa-Werte erfolgte, so 
kann man mit Hilfe der in Punkt 1 erwahnten rechnerischen Methode 
die einzelnen pa-Werte ganz gut miteinander vergleichen. 

4. Weder Trocknung bei Zimmertemperatur noch Trocknung 
im Vakuum unterbinden die Tatigkeit der Mikroben und die damit 
verbundenen Veranderungen der pa-Werte nach der Entnahme der 
Bodenproben. Die Anwendung dieser Methoden macht daher die 
Pa-Bestimmung, falls man damit einige Tage lang wartet, unsicher. 
Nur die Sterilisation in heiBem Dampfe fiihrt die Inaktivierung des 
Bodens herbei. 
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5. Auch nach den Ergebnissen der hier mitgeteilten umfangreiGhen 
Versuche sind die Ver&nderungen der ^Jn-Werte fast ausschlieBlich auf 
die Tatigkeit der Bodenmikroben zunickzufuhren. 

6. Auch die Leitfahigkeit bzw. die Oesamtsalzkonzentration der 
Boden ist betrachtlichen Schwankungen unterworfen, die vorwiegend 
auf die Tatigkeit der Bodenmikroben zunickzufuhren sind. Durch 
griindliche Sterilisation kann man auch die Schwankungen der Leit- 
f^higkeit verhindem. 

7. Zwischen den Schwankungen der Aziditat und der Leitfahigkeit 
des Bodens und den Schwankungen der Zahl der Bodenbakterien 
und Bodenpilze konnten klare Zusammenhange nachgewiesen werden. 
Bei Bodenuntersuchungsmethoden soUte man daher die lebende Natur 
des Bodens und die Dynamik des ganzen Fragenkomplexes stets durch 
die Anwendung einer entsprechenden biologischen tJntersuchungs- 
methode neben den iiblichen physiko-chemischen Methoden beriick- 
sichtigen. 
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(Aus dem Botanischen Institut der kgl. ungar. Hochschule fiir Berg- und 
Foratingenieure in Hopron.) 

Untersuchungen Uber die Schwanknngen der Bodenatmnng. 

Von 

D. Feher. 

Mit 7 Textabbildnngen. 

(Eingegangen am 12, Mdrz 1934.) 

In ausgedehnten Versuchen habe ich in Mittel- und Nordeuropa 
sowie in der ungarischen Tiefebene die COg-Produktion einer ganzen 
Reihe von Waldbdden, teilweise in langeren Zeitperioden, untersucht ; 
die Ergebnisse sind in dem Kapitel iiber die COg-Atmung der Wald- 
boden meines B aches (1) ausfuhrlich dargestellt. Es war mir dabei 
klar geworden, daB Wesen und Bedeutung dieser iiberaus wichtigen 
Funktion des Waldbodens nur dann richtig erfaBt werden konnen, 
wenn man deren komplexe Natur und den Zusammenhang mit ihren 
organischen und unorganischen XJmweltfaktoren, hauptsachlich aber 
mit der mikrobiologischen Tatigkeit der Boden, zu erforschen trachtet. 

Auf Einzelheiten der Ergebnisse will ich hier nicht naher eingehen. 
Um jedoch die Probleiiistellxmg der weiteren Forschungen verstehen zu 
kdnnen, sei ganz kurz folgendos erwahnt: Die friiheren Ergebnisse haben 
in groBon Zugen den kausalen Zusammenhang zwischen dem Mikroben- 
gehalt der Waldboden omerseits, der Bodenatmung und dem Kohlensaure- 
gohalt der Waldluft andererseits erwie^en, Wir konnten diese Forschungen 
abar nur als eine vorlaufige Orientierung betrachten. Abgesehen davon, 
daB tmsere Methodik seinerzeit noch in der Entwicklung begriffen war, 
waren auch die Beobachttmgsperioden von derart kurzer Dauer, daB man 
aus ihnen keine endgultigen imd auch in cxuantitativer Hinsicht exakten 
SchluBfolgerungen ableiten konnte. Hierzu muBte die Periodizit&t sowie 
die ganze kom})Jexe Erscheinung der Mikrobent^itigkeit des Waldbodens 
durch langere Zeit|>eriodon xmtersucht werden, eine Arbeit, die erst nach 
dem AbschluB der vorlaufigen Forschungen auf mehreren Versuchsflachen 
in Angriff genommen wurde. 

Untersuchungsmethodik. 

Wir haben folgende wichtigeren Biofaktoren untersucht: 1. Den CO 2 - 
Gehalt der Waldluft in 3 m H6he, 2. die Bodenatmung (C02-Produktion 
g/qm u. Std.)> 3. don Bakteriengehalt des Waldbodens, 4. die Anzahl der 
Pilze, 6. die Bodenaziditat, 6. den Humusgehalt und 7. den Wassergehalt 
des Bodens. Um Wiederholungen zu venneiden, mOchte ich auf den me- 
thodischen Teil meines Buches (1) verweisen, in dem die methodischen 
Einzelheiten ausfuhrlich beschrieben sind. 

Die Beobachtungen erfolgten monatlich dreimal, an jedem zehnten 
Tage. Die Bestimmung der Bodenatmung und des C02-Gehalts der Waldluft 
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erfolgte mit der angegebenen Apparatxir an zwei Parallelproben und zwar 
stets in den Mittagsstunden, wo die Bodenatmung gewohnlich ihren H6he- 
pimkt erreicht. Es sei noch auedriicklich betont, daB bei Bestimmung der 
Bodenatmung der C02-Gehalt der Waldluft in der Bodenglocke vor der 
Exposition genau bestimmt und die Bodenatmungswerte unter Beriick- 
sichtigung dieser Messungsergebnisse ermittelt wurden. 

Beachreihung der Versuchafldchen, 

Es wurden der Boden eines Nadelholzbestandes (Versuchsfl&che 17) 
und eines Laubholzbestandes (Versuchsflache 20b) untersucht. Als Kontroll- 
flache diente die seit Jahren unberiilirt belassene st^dige KontrollflAche 
des Instituts im botanischen Garten der Hochschule (Versuchsfl&che 24). 
Tabelle I gibt eine kurze Charakteristik der drei Versuchsflaohen. 


Tabelle I. 

Beschreibung der Versuchsflaohen. 


Nr 

Kurze 

Ortsbeschreibunj? 

der 

Versuchsflttcho 

Geo- 

logischor 

Unter- 

Rrund 

Kobe 

uber 

Meeres- 

spiegel 

m 

Expo- 

sition 

Boden- 

typ 

Baumart, 

Misehungs- 

verhRltnis 

Alter 

Be- 
stan- 
1 des- 
|Sehlu6 

17 

Sopron, Bota- 
nischer Garten 

Badener 

Tegel 

216 

— 

Braun- 

erde 

Ficea cxcelaa 0,9 
Pimis nigra 0,1 

30 

1 0,9 

20 b 

Soi)ron, Varis 

Muskovit- 

gneis 

320 

— 

Braun- 

erde 

Que^rm robur 1,0 

45 1 

0,9 

24 

Sopron, Bota- 
nischer Garten 

Badener 

Tegel 

216 

— 

Braun- 

erde 

Braclie 

j 

— 


Beaprechung der Unterauchungaergehniaae auj den einzelnen Verauchafldchen. 

Versiichsfldche 17 , Dieser Bestand wurde schon im Jahre 1928, 1 2 Monate 
lang, untersucht; das Ergebnis wurde bcreits eingehend besprochen (1). 
Die neueren Ergebnisse zeigt Abb. 1. In ihr sind die Werte von [vgl. (1)], 
also die Werte des Froduktes : Bodenfeuchtigkeit in Prozeiiten / Bodon- 
temperatur (jeweilige Bodentemperatur -f 10°(’), besonders angegeben. 

Wir sehen zunachst eine auffallende und in meinen friiheren Ar- 
beiten schon ofters erwahnte tJbereinstimmung zwischen den An- 
derungen des Bakteriengehalts und dem Faktorenkomplex 7?^. Es 
zeigt sich weiter, daB die Anderungen des Baktoriengehaltes und der 
Bodenatmung im groBen und ganzen, von kleineron Schwankungen 
abgesehen, parallel verlaufen. Man kann auch an vielen Stellen einen 
unmittelbaren Zusammenhang zwischen den Anderungen der jK-Werte 
und denen der Bodenatmungswerte feststellen, was ohne weiteres ver- 
standlich ist, da die Bodenatmung nicht nur eine unmittelbare Folge des 
Bakteriengehalts ist, sondern auch in ihrem Mechanismus durch die 
Bodentemperatur stark beeinfluBt wird. Stets erfolgt die Kulmination 
der Bodenatmung und der Bakterienkurve gleichzeitig in den Sommer- 
monaten. 
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Die Bodenpilze zeigen ihr Maximum ebenfalls in den Sommer- 
monaten und ein kleineres Maximum in den Herbstmonaten. Es 
kommt auch, wie in Abb. 1, ein drittes Maximum in den Fruhjahrs- 
monaten vor, das wohl mit dem groBen jahreszeitlichen Feuchtigkeits- 
gehalt des Bodens in Verbindung steht. Diese drei Maxima konnen 
voneinander stark abweichen, und es kann das Friihjahrs- oder das 
Herbstmaximum starker entwickelt sein als das Sommermaximum. 
Das Verhalten dieser Organismengruppe ist offenbar von dem jeweiligen 



LCO^-G s= Luftkohlensfturegehalt, Ba — Bodenatmung, Bg — Bakterieiigehalt, Pilzei 
Wg = Wassergehalt, Bt — Bodcutcniperatur, Lt = Lufttemperatur, = Bodentempcratnr 

X Wassergehalt. 

Wassergehalt des Bodens viol mehr abhangig als die Vermehrung 
und die Tatigkeit dcr Bodenbakterien, wie aus Abb. 1 hervorgeht^. 
Man kann auch einen gewissen Antagonismus zwischen den pn-Werten 
und der Zahl der mikroskopischen Bodenpilze feststellen. 

Man kann nachweisen, daB die verschiedenen Kulminationen 
der Pilzkurve sich auch stellenweise in der Gestaltung der Boden- 
atmungskurve fiihlbar machen. Das gilt namentlich fiir die Priihjahrs- 
und Horbstmonate, wo Zahl und Wirkung der Bakterien gewohnlich 
noch gering sind. Es kann andererseits auch vorkommen, daB die Zahl 

^ Um das Verhalten der Bodenpilze gegen die Bodenfeuchtigkeit nnd 
die Bodentemperatur n&hor aufzukl&ren, sind woitere Versuche eingeleitet, 
iiber die ich spater berichten werde. 



424 


D. Feh4r: 


der Bodenpilze in den Sommer- bzw. in den Spatfriihlingsmonaten 
voriibergehend eine Depression erleidet, deren Einwirkung auf die 
Bodenatmnng, infolge des liberwiegenden Einflusses der Bakterien- 
tatigkeit, nicht eindeutig zum Ausdruck kommen kann. 

tJber die Anderungen der pn-Werte und den Zusammenhang 
mit dem jeweiligen Wassergehalt des Bodens habe ich schon f ruber 
ausfuhrlich gesprochen (2). Man kann ferner einen gewissen Zusammen- 
hang zwischen Bakteriengehalt und pn-Werten feststellen, indem die 
hochsten pn-Werte entweder mit der maximalen Entwicklung des 
Bakteriengehalts zusammentreffen oder etwas spater nach dem je- 
weiligen Bakteriemnaximum auftreten. 

Die Kurven der Bodenatmung und des Kohlensauregehalts der 
Waldluft, dieser in einer Hohe von ungefahr 3 m gemessen, verlaufen 
fast vollkommen parallel. Etwaige Schwankungen und Abweichungen 
konnen nur dann erklart werden, wenn wir neben der Bodenatmung 
auch die Assimilationstatigkeit des Bestandes und der Bodenpflanzen 
heranziehen; denn der jeweilige COg-Gehalt der Waldluft ist fast immer 
das Ergebnis des Zusammenspielens zwischen der Bodenatmung und 
zwischen dem C02-Verbrauch durch den Bestand. Ich habe schon 
friiher darauf hingewiesen und auch ausreichendes Beweismaterial 
dafiir geliefert, dafi infolge der langsamen Diffusion der COg der 
COg-Gehalt der Waldluft in groBeren Hohen durch die jeweilige 
Bodenatmung nicht mehr erheblich erboht wird. Die vorliegenden 
Untersuchungen zeigen aber, dafi der COg-Gehalt der nur 2 bis 3 m 
fiber dem Boden Uegenden Luftschichten bedeutende Schwankungen 
zeigen kann. Das Minimum fallt gewohnlich mit dem Minimum der 
Bodenatmung in den Wintermonaten zusammen, es kann aber auch 
vorkommen, dafi die Depression sich erst im Spatwinter (Januar, 
Februar) einstellt. Das Maximum entfallt im groBen und ganzen auf 
die Sommermonate. Stets kann man aber deutlich in den Frfihjahrs- 
und in den Herbstmonaten je oin kleineres Maximum des COg-Gehalts 
der Waldluft feststellen, das nach meiner Ansicht nur dadurch erklart 
werden kann, dafi bei sinkender Lufttemperatur die Assimilations- 
tatigkeit, also der COg-Verbrauch des Bestandes, stark abgenommen 
hat. Da aber die Bodenatmung, aufier an den ganz kalten Tagen, 
nie ganz aufhort, so werden die gebildeten COg-Mengen nicht mehr 
verbraucht, so dafi ein gewisser tJberschuB entsteht. Setzt dann die 
Assimilation ein, oder wird die Bodenatmung infolge der niedrigen 
Bodentemperatur stark verringert, so kann man immer eine starke 
Abnahme des COg-Gehalts der Waldluft beobachten. Die relative 
und absolute Hohe des COg-Gehalts der Waldluft wird daher aufier 
durch die Bodenatmung auch durch den Verbrauch seitens der Bestfinde 
erheblich beeinfluBt. Da jedoch auch die Geschwindigkeit der Diffusion 
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der CO 2 durch die jeweilige Lufttemperatur und durch den Wind stark 
beeixiflufit wird, so ist es klar, daB die Kurve der Luftkohlensaure 
sich nicht in alien EinzeUieiten mit der der Bodenatmung decken kann. 

Verav^hsfldche 20b, Diese Versuchsflache steht seit Juni 1932 
unter Beobachtung, die Ergebnisse zeigt Abb. 2. Sie bestatigen im aU- 
gemeinen die auf Versuchsflache 17 gefundenen Zusammenhange. 
Es wurde auch der Humusgehalt untersucht, dessen Anderungen fruher 
schon (1) ausfiihrlich besprochen wurden. Das Maximum des Humus- 
gehaltes fallt stets mit dem Maximum der Bakterienkurve zusammen. 
Die Humuskurve ist auch 
in gewissem Sinne der 
quantitativen Entwicklung 
der Bodenpilze gegenlaufig. 

Das ist leicht erklarlich, da 
durch die erhohteBakterien- 
tatigkpit in den Sommer- 
monaten die Humusreserve 
des Waldbodens allmahlich 
erschopft wird und infolge- 
dessen dem Maximum des 
Bakteriengehalts eine Ab- 
nahme des Humusgehalts 
entsprechen rauB. 

Die hochsto Zahl der 
Bodenpilze stellt sich auch 
hier in den Sommermonaten 
ein, sie zeigt aber auch im 
Winter ein kleineres Maxi- 
mum. DasPruhjahrsmaxi- 
mum, welches in dem 
Fichtenwaldboden deutlich 
festzustellen war, ist hier 
ganz unbedeutend, was 
durch die verschiedene 
Bodenfeuchtigkeit der bei- 
den Waldtjrpen in den 
Friihlingsmonaten zu erklaren ist. Der Fichtenwaldtyp zeigt gerade 
im Priihling ein starkeres Ansteigen des Wassergehalts. Auch diese 
Beobachtung deutet auf eine hohere Empfindlichkeit der Bodenpilze 
dem Wassergehalt des Bodens gegeniiber hin. Die Anderungen der 
Pn-Werte verlaufen im allgemeinen nach den schon ofters erorterten 
Zusammenhangen. 



L C02<r = Laftkohlensanregehalt, Ba &= Boden- 
atrauTig, Bg = Bakterlengehalt, P = Pllze, 
Hg = Humnsgehalt, Wg =s Wassergehalt, 
Bt = Bodentemperatnr, Lt =: Lnfttemperatur, 
Ri = Bodentemperatar X Lufttemperatur. 
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V eTBwchafldche 24, DerBoden dieser Versuchsflfcche ist Freilandboden. 
Seine Beobachtung sollte den Vergleich der T&tigkeit eines Freiland- 
bodens mit der biologischen Aktivitat unserer Waldbdden ermdglichen. 
An anderer Stelle habe ich darauf hingewiesen, dai3 diese Beobachtungen 
vom Gesichtspunkte des Kahlschlagsproblems aus auch fiir die praktische 
Fortwirtschaft eine besondere Bedeutung haben (3). Hier sollen die Ergeb- 
nisse nur nach allgemeinen theoretischen Gesichtspunkten erbrtert werden. 
Die Versuchsfl&che steht seit November 1930 unter standiger Beobachtung. 
Die Bodenatmung wurde jedoch erst seit dem Januar 1932 regelmeUJig ge- 
messen (siehe Abb. 3). 

Die mikrobiologischen Vorgange verlaufen genau im gleichen 
Sinne wie in den Waldboden. Die Anderungen des Bakteriengehaltes 



L C 02-0 — Lnftkohlensftnregehalt, Ba = Bodenatmnngr, Bg = Bakteriengehalt, P = Pilze, 
if( 7 s=Humusgelialt, irflr=Wassergehalt, Bf = BodentemperatnT, L< = Lufttemperatur, J2i = Bo- 
dentemperatur X linfttemperatur. 


werden daher auch in den Freilandboden durch das Zusammenwirken 
von Bodentemperatur und Bodenfeuchtigkeit bestimmt. Das gilt natiir- 
lich nur dann, wenn das biologische Gleichgewicht nicht durch die 
kunstlichen Eingriffe der Menschenhand gestort wird. Das Maximum 
des Bakterienwachstums liegt auch hier regelmafiig in den Sommer- 
monaten, also in der Periode der hochsten Bodentemperatur. Die 
in der Literatur so oft erwahnte Maxima im Friihjahr und im Herbst 
treten hier ganz vereinzelt und nur dann auf, wenn eine ganz besondere 
Konstellation der bereits erwahnten beiden bestimmenden Faktoren 
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dies© Entwicklung ermoglicht oder notwendig macht. Dies© b©iden 
„fakultativ©n“ Maxima, die in vielen Fallen auch in Waldboden nach- 
zuweisen sind, bleiben aber an Starke und Machtigkeit immer betracht- 
lich hinter den Sommermaxima zuriick. Die angebliche Sommer- 
depression in den Freiland- und Ackerboden wird durch die starke 
Austrocknung dieser Bodcn in den Sommermonaten verursacht. 

Es ist aber kein Grund vorhanden, eine iibermaBige Austrocknung 
dieser Preilandbdden in den Sommermonaten anzunehmen. Es wurde 
einwandfrei bewiesen (3, 4), daB der Wassergehalt von Waldboden 
schon in einer Tiefe von 15 bis 20 cm, also im Niveau der intensivsten 
Bakterientatigkeit, stets geringer ist als die Feuchtigkeit der Freiland- 
boden; von einer iibermaBigen Austrocknung dieser kann gar keine 
Rede sein. Die Verdunstung eines Waldbestandes ist viel bedeutender 
als die der Pflanzendecke dit'ser Freilandboden. Die iippige Boden- 
vegetation, die sich auf den Freilandboden regelmaBig einstellt, schiitzt 
auch dcren oberste Schichten vor einer iibermaBigen Austrocknung. 
Die Sommerdepression, die in der Literatur so oft angefiihrt wird, 
tritt nur auf den Freilandboden auf, die infolge dor landwirtschaftlichen 
Nutzung gerade in den heuBesten Sommermonaten von ihrer schiitzenden 
Pflanzendecke entbloBt werden. Diese Erscheinung entspricht aber in 
keiner Hinsicht dem regelmaBigen Verlauf des Mikrobenlebeus der 
Freilandboden. Sie ist ein Kunsteffekty dar sich infolge der Icilnstlichen 
Eingriffe des landwirtschaftlichen Betriebes einstellt. Das Gesagte wird 
durch meine friiheren und jetzigen Beobachtungen einwandfrei bestatigt. 

Auch auf dieser Versuchsflache, also im Freilandboden, verlauf t 
das Bodenleben im groB(»n und ganzen ahnlich wie in den Waldboden. 
Auch hier kann man den klaren Zusammenhang zwischen der Boden- 
atmung und dem COg-Gehalt der unteren Luftschichten beobachten. 

Die qvantitative Darstelhung der Zusammenhdnge zwischen den Anderiingen 
der wichtigsten Biofaktoren des Waldhodens. 

Bei der Bearbeitung des Untersuchungsmaterials stellte sich heraus, 
daB in gewissem Grade die Moglichkeit einer mathematischen Behand- 
lung gegeben ist. Um MiBverstandnissen vorzubeugen, sei aber schon 
hier ausdriicklich betont, daB ich dieser nur eine empirische Bedeutung 
beimesse. Sie dient ausschlieBlich dazu, Zusammenhange, die durch 
mehrjahrige Beobachtungen ermittelt wurden, mit groBer Annaherung 
auch quantitativ festzustellen. Ich lege das Hauptgewicht darauf, zu 
erforschen, ob ein mathomatischer Ausdruck der fraglichen Problem© auf 
Grund der Untersuchungsorgobnisse iiberhaupt moglich ist. Von mathe- 
matischer Exaktheit kann natiirlich keine Rede sein. Die mathematische 
Formulierung dient nur dazu, die inner© Struktur und quantitativen 
Zusammenhange der vorliegenden Fragenkomplexe in ihrer Dynamik 
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darKustellen. Fiir die endgiiltige Entscheidung ist der experimentelle 
Nachweis unbedingt notwendig. tJber diesen Teil unserer Forschtingeu 
werde ich aber im zweiten Teil dieser Arbeit berichten. 

i. Der quantitative Zueamrmnhang zwischen der Bodenatmung und 
dem BakteriengehcUt, Ich babe schon friiher versucht, den periodischen 
Verlauf des Bakterienlebens im Waldboden mathematisch auszu- 
drucken (5) und in der BobertsonBchen Formel die Moglichkeit gef unden, 
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Abb. 4. 

eingelegte Kurve» 


berechnete Knrve. 


den jahreszeitlichen Verlauf des Bakterienwachstums mit groBer An- 
naherung quantitativ zu charakterisieren. Hier und im folgenden 
gebrauche ich absichtlich den Ausdruck „annahernd“, da infolge der 
komplexen firscheinungsformen der Mikrobentatigkeit im Waldboden 
und infolge der vielen Unzulanglichkeiten der Untersuchungsmethoden, 
die nioht alle Faktoren quantitativ zu erfassen erlauben, bei Unter- 
suchungen in der freien Natur eine vollkommene Exaktheit vorderhand 
noch nioht moglich ist. Wegen des durch diese und friihere Unter- 
suchungen nachgewiesenen weitgehenden Parallelismus zwischen der 
quantitativen Entwicklung der Bodenbakterien und den quantitativen 
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Anderungen der Bodenatmung habe ich zunachst versucht, auch den 
jahreszeitlichen Verlauf der Bodenatmung in dem erw&hnten Sinne 
zu formulieren. Baziiglich naherer Einzelheiten unserer B3rechnungs- 
methodik verweise ich auf die fnihere Arbeit (5), in der das Notige 
bereits mitgeteilt ist. Auch hier wurde die Summe aller Bakterienzahlen 
und aller Bodenatmungswerte als 100 angenommen und sodann zu den 
aufgetragenen Einzelpunkten die empirische Kurve eingelegt. Auf 
Grund der Formel wurden sodann die Werte von k ermittelt und daraus 
der durchschnittliche Wert von k gebildet. Wir haben dann mit diesem 
durchschnittlichen Wert auf Giund der Formel die Werte von yk 
gebildet und die so berechnete Kurve ebenfalls zum Vergleich ein- 
gezeichnet. Abb. 4 und die zugehorige Tabelle II zeigen, daB auch die 
Bodenatmung bzw. ihr jahreszeitlicher Verlauf mit groBer Annaherung 

Tabelle H. 


Der quantitative Zusammenhang zwischen den Werten der 
Bodenatmung und des Bakteriengehalts. 



*‘’8^ 1 = * (“"J — •I'l) 

A — y 

1932 ' Bg O'! = 6,6 I 1932 Ba xi — 6,3 

1 I 6,26 0,2216 7,80 | -0,54 | 1 | 4,08 0,2436 1,87 i +2,21 

2 I 7,67 0,2395 8,76 i — 1,06 2 7,06 0,2434 4,31 + 2,75 

3 1 17,10 0,2078 13,01 i +4,09 , 3 10,83 0,2548 8,15 +1,68 

4 — — — I — 4 14,80 0,2920 14,78 + 0,02 

6 I 30,42 0,2764 30,40 + 0,02 | 6 23,42 0,3223 25,41 —1,99 

6 43,70 0,3670 45,36 ' — 1,60 6 38,50 0,3389 40,20 — 1,70 

7 64,15 0,3596 61,60 +8,46 7 66,20 0,2697 56,30 —0,10 

8 77,80 0,3200 74,15 . + 3,65 8 72,36 0,2988 71,90 + 0,40 

9 — — — — i 9 I 83,90 0,2989 83,50 + 0,40 

10 86,00 0,2127 90,92 — 4,92 i| 10 92,60 0,3226 90,90 + 1,70 

11 92,10 0,2272 95,10 I — 3,00 11 96,70 0,3330 95,31 + 1,39 

12 1 100,00 — 100,00 I 0 I 12 100,00 — 100,00 0 

Daruhsohnitt ; 0,2702 | { 0,2925 

1938 Bg xi = 5,6 j 1933 Ba *1 = 6,5 

2 6,93 0,3144 8,25 —1,32 I 2 3,62 0,3196 1,87 + 1,68 

3 17,11 0,2635 15,47 +1,64 3 8,86 0,2890 4,30 -t- 4,56 

4 26,61 0,2758 25,98 + 0,63 4 14,00 0,3151 10,05 + 3,95 

5 40,65 0,2716 40,35 + 0.30 6 22,36 0,3590 21,35 + 1,05 

6 57,40 0,8284 56,50 + 0,90 6 40,20 0,3465 39,37 -|- 0,83 

7 74,70 0,8357 71,45 + 3,25 7 60,60 0,3739 60,75 — 0,15 

8 — — — — 8 78,20 0,3695 78,90 — 0,70 

9 83,85 0,2109 90,20 — 6,35 9 91,50 0,4127 89,60 +1,90 

10 94,50 0,2802 94,70 — 0,20 10 98,10 0,4896 95,70 + 2,40 

11 — — — — 11 99,60 0,5319 98,90 + 0,70 

12 100 j 0 ^_ 100,00 0 12 100,00 — 100,00 0 

Durchsohnitt : 0,2844 0,3807 
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nach der Robertson^chen Formel verlauft. Man kann auch hier den 
bereits erwahnten Parallelismus zwischen der Entwicklung der Boden- 
atmung und dem Bakterienwachstum im Waldboden feststellen. 

Die Anzahl und die T&tigkeit der Bakterien und f^onstige Mikro- 
organismen Bodens wird hauptsachlich durch die jeweilige Boden- 
temperatur und Bodenfeuchtigkeit geregelt. Um die komplexe Wechsel- 
wirkung dieser beidon Biofaktoren wenigstens annaherungsweise zu charak- 
terisieren, habe ich ihr Produkt gebildet und den zahlenmafiigen Wert 
desselben mit bezeichnet. »Schcn in meiner diesbeziiglichen ersten Arbeit 
konnte ich zeigen, daJB zwischen den Anderungen dieses Faktorenkomplexes 
und denen des Bakteriongehalts ein klar erkennbarer Zusatnmenhang 
besteht, welcher durch eine Parabel vierter Ordnung mit sehr guter An- 



naherung ausgedriickt werden kann. Tch habe, wie ich schon seinerzeit 
betont habe, auf eine besonders spezialisierte mathematische Ausdrucks- 
weise vorlaufig noch kein Gewicht gelegt. Der jetzt erwahnte Zusainmen- 
hang konnte namlich auch mit logarithmischen (irleichungen ausgedriickt 
werden. Da mein Bestreben vorlaufig dahin geht, die Mdglichkeit einer 
mathematischen Darstellung dieser Zusammenhange iiberhaupt zu er- 
forschen, so habe ich die Parabelgleichtuigen gewahlt, weil sie unseren 
Zwecken vorlaufig gut entsprechen und viel leichter als die Exponential - 
gleichungen zu handhaben sind. Erst spater, wenn XJntersuchungsergebnisse 
in noch grdfierem MaBstabe vorliegen und die Untersuchungsmethoden auf 
Grund der Erfahrungen den besonderen Zwecken mehr angepafit werden 
kdnnen,^ wii^i die Zeit koinmen, die endgiiltige Formulierung dieser Gesetz- 
m&Bigkeiten zu versuchen. 

Neben dem Bakteriengehalt habe ich auch den Zusammenhang 
zwischen den Werten der Bodenatmung und den iJj-Werten mathe- 
matisch dargestellt (Abb. 5 und Tabelle III). Man sieht, daB beide 
Biofaktoren vorlaufig noch unter ihrem Optimum stehcn, was darauf 



Untersuchungen liber die Schwankimgen der Bodenatmung. 431 


zuriickzufuhren ist, dafi, wie ich schon friiher betont babe, das Optimum 
des Bakterienwachstums infolge der niedrigen Bodentemperaturen in 
unseren mitteleuropaischen Waldboden gewohnlich nicht vorhanden ist. 
Im iibrigen werden die Zusammenhange durch eine Parabel vierter Ord- 
nung ausgedriickt, wodurch unsere fruheren Ergebnisse im groBen und 
ganzen bestatigt werden. Beide Kurven verlaufen annahemd parallel. 
Beziiglich der Bodenatmung muB ich aber bemerken, daB sie nicht nur 
von der Zahl der Boden- 
bakterien, sondem auch 
von dem Verhaltnis der 
aeroben zu den anae- 
roben Bakterien sowie 
von der Intensitat der 
Zersetzungsarbeit der 
Bodenmikroorganismen, 
welche durch die Boden- 
temperatur unmittelbar 
reguliert wird, abhangen. 

AuBerdem wird die 
Bodenatmung nicht 
allein durch die Boden- 
bakterien, aondern auch 
durch die Tatigkeit der 
mikroskopiachen Pilze 
beeinfluBt. Gerade der 
Umstand al)er, daB 
zwischen der quanti- 
tativen Entwicklung der 
Bodenbakterien und den 
jeweiligen Bodenat- 
mungawerten ein weitgehender Parallelismus besteht, zeigt, daB die 
Wirkung der Bodenbakterien die weitaus wichtigere Rolle spielen durfte. 

Um das Verhaltnis zwischen Bodenbakterien und Bodenatmung 
auch quantitativ zu charakterisieren, haben wir auch diesen Zusammen- 
hang mathematisch dargestellt, indem wir zu den jeweiligen Durch - 
schnittswerten der Bodenatmung die zugehorigen Durchschnittszahlen 
des Bakteriengehalts in ein Koordinatensystem eintrugen. Zwischen 
den einzelnen Teilpunkten konnten wir dann ebenfalls mit groBer 
Annahcrung eine Gerade einlegen (siehe Abb. 6). Dieses Ergebnia 
beweist, daB innerhalb der auf unseren Versuchsflachen herrschenden 
Temperatur- und Feuchtigkeitsgrenzen die jeweilige Bodenatmung 
und die Anzahl der Bodenbakterien in geradem Verhaltnis steht. Wie 
sich dieses Verhaltnis bei hdheren Temperaturen gestalten wird, worde 
ich spater auf experimentellem Wege zeigen. 
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Tabelle III. 

Der quantitative Zusammenhang 
zwischen (ien Anderungen des Bakterioii 
gehalts und i?i-Werten. 
y — 0,0039 a;* + 4,4 x® — 1654,5 
+ 267100 a; — 10120000. 


X 

y 

y*' 


150 

5 600 000 

5 593 375 

+ 6 625 

200 

6100 000 

6 080 000 

-r 20 000 

300 

8 400 000 1 

8 355 000 

4- 45 000 

400 

14 000 000 

13 760 000 

+ 240 000 

450 

16 500 000 

17 064 375 

— 564 000 


Der quantitative Zusammenhang 
zwischen den Anderungen dor Boden 
atmungs- und i^j-Werte. 


X 

V 

y' 

J 

150 

0,250 

0,251 

+ 0,001 

200 1 

0,380 

0,382 

+ 0,002 

300 1 

1,080 

1,086 

+ 0,006 

400 i 

1,950 

1,953 

+ 0,003 

450 1 

2,190 

2,177 

— 0,013 
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In der Literatur wurde in der letzten Zeit auch die Frage der Wurzel- 
atmung aufgeworfen. Ich werde sp 4 ter experimentell zeigen k 6 nnen, daB 
diesem Faktor, im Verhaltnis zu der iiberwiegenden Wirkung der Boden- 
bakterien und der Mikrobent&tigkeit tiberhaupt, keine entscheidende Rolle 
zukommen kann. Da ferner die TAtigkeit nnd die Entwicklung der mikro- 
skopischen Bodenpilze grSBtenteils mit der Entwicklung der Bodenbakterien 
parallel verlauft, so darf man auch ihre Rolle bei der Bodenatmung nicht 
imt>ersch&tzen. Zwr quantitativen Trennmig der T&tigkeit dieser Mikro* 
organismengTuppe miiasen aber vorerst noch geeignete experimentelle 
Untersuchungen durchgefiihrt werden. 

Es wurde in der Literatur auch bemangelt ( 6 ), dab unsere Boden- 
atmungswerte, wahrscheinlich infolge unserer fehlerhaften Methodik, zu 

hoch ausgefallen seien. Als Ursache 
dafiir wurde angegeben, dafi wir 
bei der Bestimmung der Boden- 
atmungswerte nicht die kohlen- 
saurereiche Luft der unteren Luft- 
schichten, sondern den C02-Gehalt 
hbherer Luftschichten zugrunde 
gelegt h&tten. Bei Besprechung 
unserer Untersuchungsmethodik ( I ) 
habe ich bereits gezeigt, daB diese 
Annahme unrichtig war. DaB man 
bei den Bodenatmungamessungen 
immer den ('02-(iehalt der unter- 
sten Luftschichten iii Betracht 
zieht, hielt ich fiir so selbstver- 
standlich, daB ich es in den fruheren 
j Veroffoutlichungen nicht erwfthnt 
BO habe. Das Vorsaumte habe ich 
MWfonen Bg nun nachgeholt. DaB wir im 

Abb. «. Sommer gewohnlich recht hohe 

Werte bekommen, h&ngt damit zu- 
sammen, daB wir immer auf gut durchliifteten Bbden arbeiten» die bei 
unserem warmen kontinentalen Klima, besonders im Sommer, eine auBer- 
ordentlich lebhafte Tatigkeit entwickeln. 

2, Der quarUitative Zusarnmenhang zwischen BakteriengehcUt, Boden- 
atmung und Humusgehalt, Wenn man die bildliche Darstellung unserer 
Untersuchungen betrachtet, so wird man bemerken, daB in alien Jahren 
das Minimum des Humusgehalts regelmaBig mit dem Maximum des 
Bakteriengehalts zusammenfallt. Das diirfte selbstverstandlich sein, 
da diirch die Tatigkeit der Bodenbakterien und der mikroskopischen 
Bodenpilz© schlieBlich die C-haltigen Humusstoffe verbraucht werden. 
Da auch die Bodenatmung ein Produkt dieses Vorganges ist, so ist 
ohne weiteres auch klar, daB mit der Erhdhung der Bodenatmung 
schlieBlich eine Abnahme des Humusgehalts eintreten muB. Innerhalb 
des gleichen WaJdt 3 rps wird daher auch mit der Zeit sich ein den 6rt- 
lichen Verhaltnissen angepaBtes Gleichgewicht in der Humuswirtschaft 
des Bodens einstellen. 
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Um die erw^hnten Zusammenh&nge nachzuweisen, haben wir 
zunUchst die Versuchsflachen 11, 14 imd 15 auf Grund von zweijahrigen 
TJntersuchungsergebnissen, ferner die 
Versuchsflachen 17, 20b und 24 be- 
zuglichdesZusaminenhanges zwischen 
Humusgehalt und Bakterienzahlen 
mathematisch bearbeitet. Wir haben 
auch diesmal zu den Bakterien- 
zahlen die korrespondierenden Durch- 
schnittswerte des Humusgehalts auf- 
gcsucht und sodann eine empirische 
Kurve eingelegt. Abb. 7 gibt hierbei 
naheren AufschluB. Man kann also 
featstellen, dafi der Zusammenhang 
zmschen den Anderungen des Humua- 
gehalts und den verschiedenen Werten 
der Bodenatmung durch eine Hyperbel 
attsgedriickt werd^^n kann. 

Der Zusammenhang zwischen 
dem Bakteriengehalt und zwischen 
der Bodenatmung auf Grund derJahres- 
durchsch nittswerte . 

Ich bringe hierzu die Tabelle IV, 
deren vergleichende Betrachtung deut- 
lich beweist, daB meine friihere An- 
nahme iiber den unmittelbaren Zu- 
sammenhang zwischen dem Bakterien- 
gehalt und den Werten Ry voll- 
kommen riclitig war, und daB auch 
die durchschnittlichen Werte der 

Bodenatmung stets von der jeweiligen GroBe des Bakteriengehalts, 
falls die Aeroben vorherrschen, abhangig sind. 



6 8 10 12 IT- 
Mii/ionen Bg 

Abb. 7. 

-- eingelegte Kurve, 
berechnete Kurve. 


Tabelle IV. Der Zusammenhang zwischen Bakteriengehalt, 
By und Bodenatmung. 


Ver- 

*«Buohs- 

tlftche 

1 

Jahre 

1 

i._ ___ 

Bakterien- 

zahl 

Boden- 
atmung 
g/Std u.qm 

Rx 

Bakterien- 

zabl 

Boden- 

atmung 

g/Std.u.qm 

Nr. 


1 Jabresdurchsohnitts werte | 


Maximum 


on K 1 

1932 

282 

8 550 000 

1,226 

395 

14 350 000 

1,911 

oU D 1 

1933 

244 

6 440 000 

0,771 

352 

14 200 000 

1,638 

17 I 

1932 

291 

8 300 000 

1,068 

476 

16 900 000 

2,280 

17 1 

1933 

291 

8 600 000 

1,027 

414 

13 500 000 

2,074 

24 1 

1932 

259 

9200 000 

0,858 

490 

18800 000 

2,081 

24 J 

1933 

259 

9120000 

0,738 

371 

13200 000 

1,683 
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Ich mochte noch zum SchluB folgendes erw&hnen. Es wurde in der 
Literatur ofters die JVage er5rtert, ob die jeweiligen Baktefienzahlen 
eines Bodena fiir seine biologische Tatigkeit charaktet'istisch sind. Be- 
kanntlieh hat besonders Lohnia (7) den Standpunkt vertreten, daB die 
Angabe der Bakterienzahlen eines Bodens bei der Beutteilnng seiner 
sonstigen T&tigkeit und Giite in keiner Hinsicht maBgebend sei. Bei 
meinen Untersuchungen iiber den Stickstoffkreislauf des Waldbodens 
konnte ich schon zeigen, daB dieser Standpunkt von Lohnia nicht ganz 
richtig ist. Es ware natiirlich vollkommen unrichtig, auf Urund der rohen 
Bakterienzahlen iiber den biologischen Zustand eines Bodens ein end- 
giiltiges UrteiJ auszusprechen. Wird aber bei der mikrobiologischen 
Analyse eines Bodens das Zusammenwirken der die einzelnen Funktionen 
im Stoffkreislauf der Boden durchfiihrenden Bakteriengruppen vergleichend 
betrachtet, so wird man schlieBlich doch eine gute Crnindlage fiir die Beur- 
teilung der Bodengiite bekonunen. Bezuglich der Stickstoffbakterien des 
Waldbodens konnten wir die Richtigkeit dieser Annahme vollauf bestatigen. 
Auch bezuglich der Bodenatmnng kann man die Anzahl der Bodenbakterien 
a Is einen guten MaBstab fiir die jeweilige Tatigkeit der Bdden, namentlich 
der Waldboden, verwenden. Aber auch hier wird es notwendig sein, inuner 
neben der Gesamtzahl der Mikroorganismen auch das in dieser Hinsicht 
wichtige Verhaltnis der aeroben Bakterien zu den anaeroben eingehend 
zu betrachten. Fiir die Bestatigung des Gesagten habe ich in meinen friiheren 
Arbeiten charakteristische Beispiele aufgefiihrt (1). Ich muB aber darauf 
hinweisen, daB die vorliegenden Forschungsergebnisse meine Meinung 
ebenfalla vollauf bestatigen. 

Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Zwischen der quantitativen Entwicklung der Bodenbakterien 
und der Anderungen der Bodenatmung besteht ein fast vollstandiger 
Parallelismus. Die Maximal- und Minimalwerte dieser Biofaktoren 
fallen stets zusammen. Die hochsten Bakterienzahlen und die groBte 
Jntensitat der Bodenatmung wird stets in den Sommermonaten erreicht, 
worauf in den kalten Wintermonaten eine starke Depression folgt. 

2. Da die Anderungen des Bakteriengehalts des Waldbodens 
durch das korrelative Zusammenwirken von Bodentemperatur und 
Bodenfeuchtigkeit beeinfluBt werden, so werden diese beidcn Bio- 
faktoren unmittelbar auch die Gestaltung der Bodenatmung beein- 
flussen. Die Bodentemperatur wirkt auch direkt, weil sie, unabhangig 
von der Zahl, auch die Jntensitat der Mikrobentatigkeit beeinflussen kann. 

3. Der zeitliche Verlauf der Bodenatmung kann, ahnlich wie der 
zeitliche Verlauf des Bakterienlebens, annahemd durch die Forme> 
von Robertson charakterisiert werden. 

4. Den * Zusammenhang zwischen Bodenatmung und Bakterien- 
zahlen einerseits und den Anderungen der JK-Werte andererseits kann 
man mit einer Parabel vierter Ordnung ausdriicken. Die Boden- 
atmung steht dagegen zu den jeweiligen Bakterienzahlen in einem 
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geraden Verhaltnis. Diese Feststellung gilt aber nur bei einer Boden- 
temperatur nicht iiber 25® C. 

6. Das Maximum des Bakteriengehalts und die Intensitat der 
Bodenatmung fiihrt stets eine Depression des Humusgehalts horbei. 
Diesen Zusammenhang kann man mit einer H 3 rperbel charakterisieren. 
Beziigiich der anderen Einzelheiten wird auf die Ausfiihrungen in dieser 
Arbeit verwiesen. 

6. Alle GesctzmaBigkeiten und inneren Zusammenhange, welche 
den dynamischen Vcrlauf des Bakterienlebens des Waldbodens beein- 
flussen, haben aucb fiir die Freilandboden voile Giiltigkeit, deren 
biologische Tatigkeit von kiinstlichen Eingriffen der Menschen nicht 
gestort wird. Die schiitzende und die ausgleichcndc Wirkung des Wald- 
bestandes wird auf diesen Boden durch die Pflanzendecke iibernommen. 

Literatur. 

1) D.Fehcr, Untersuchungen iiber die Mikrobiologie des Waldbodens. 
Berlin 1933. — 2) Deraelbe, diese Zeitschr. 8, 609, 1932. — 3) Derselhe, 
Silva 20, 141, 1932. — 4) Schubert, zitiert nach Vdgi-Feher, Boden- 
kunde, Sopron 1931, S. 490. — 5) D,Feher, diese Zeitschr. 4, 447, 1933. 
— 6) L. G. Uomell, Soil Science 84, 3, 161, 1932. — 7) jP. Lohnis, Vor- 
lesungen iiber landwirtschaftliohe Bakteriologie, 2. Aufl., Borntrager. 
Berlin 1926, S. 337. 



[Aus dem Botanischen Institut der kgl. ung. Hochschule fiir Berg- und 
Forstingenieure, Sopron (Ungarn).] 

Die Terwendung der elektrometrischen j^j^-Messung 
bei der Ermittlung der Keimzahl der Boden. 

IT. Mitteilung: 

Tergleichende t^bersicht liber die gewonnenen Untersuchungsergebnisse. 

Von 

D. Feher. 

Mit 3 Textabbildungen. 

(Eingegangen am 15, April 1934.) 

Ich babe schon an anderer Stelle (1) betont, dafi ich spater Tiber die 
Anwendungsmoglichkeiten der Methode berichten wiirde. Wir haben 
inzwischen das Verfahren nicht nur bei vielen Einzeluntersuchungen von 

Boden verschiedenster 
Herkunft, sondern seit 
dem 1. Januar 1933 
auch bei den jahres- 
zeitlichen Untersu- 
chungen unserer stan- 
digen Versuchsflachen 
benutzt und, um das 
Wesen und die Ergeb- 
nisse dieser Methodik 
mit denen der gewohn- 
lichen Plattenmethode 
vergleichen zu konnen, 
folgende Versuchs- 
flachen parallel nach 
beidenMethoden perio- 
disch untersucht: 

Versuchsflache 15: 
Fichtenwald von mitt- 
lerem Alter in der Um- 
gebung von Sopron ; Ver- 
suchsflache 11: Buchen- 
wald von mittlerem 
Alter ebenda ; Versuchs- 
flftche 24: Kontrollflache im botanischen Garten der Hochschule in 
Sopron ; Versuchsfl&che 3 1 : Buchenwald in Eberswalde ; Versuchsflache 56 : 
T^aubholzmischwald in Tharandt. 



Abb. 1. 

Vfi. = Venmchsflachd, PZ.-if. = Plattenmethode, 
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Die Technik der neuen Untersuohungsmethode habe ich im ersten 
Teil dieser Arbeit (1) Fchon aufifiihrlich dargestellt. Um mdglichst exakt 
zu arbeiten, haben wir die kritische Verdiinnungsgreiize auch stets mit 
Agar- und Gelatineplatten kontrolliert, wie ich das am gleichen Orte be- 
schrieben habe. Bei den aeroben und anaeroben Kulturen warden immer 
parallele Serien bestimmt, und im Falle der Abweichung wurde dann das 
arithmetische Mittel gebildet. Dio Gesamtzahl der Bakterien wurde durch 
Addition der aeroben und anaeroben Bakterien ermittelt. Natiirlich ist fur 
dieae Untersuchunars- 
methodik die gute und 
verl&Bliche Entnahme 
der Durchschnitts- 
proben, wie ich es be- 
reits angegeben haba, 
von ausschlaggebender 
Wichtigkeit. 

Diese vergleichen - 
den Untersuchungen 
waren schon dazu 
n5tig, um das quanti- 
tative Verbal tnis zwi- 
Kchen den Krgebnissen 
der b^idon Verfahren 
zu bastimmen. Mit 
Hilfe der erhaltenen 
Werte kdnnen wir 
<]ann weiterhin, dort 
wo es notwendig sein 
sollte, die Forschungs- 
ergebnisse der neueren 
Mothode mit denen des 
alteren Verfahrens ver- 
gleichen. 

Die Abb. 1 und 2, 
die die Untersu- 
chungsergebiiisso wie- 
dergeben, und die 
Tabelle 1, die die Ver- 
haltniszahleii bringt, 
zeigen, daB, abge- 
sehen von der jahreszeitlichen Periodizitat des Bakterienlebens, die auch 
mit der neuen Methode vollkommen einwandfrei nachgewiesen wurde, 
die Baktc'rienzahlen, die mit der Plattenmethode gewonnen wurden, 
immer um ein Vielfaches niedriger waren als die mit der neuen Methode 
gewonnenen. Das bestatigt vollkommen meine friihere Annahme, 
wonach der Nahrboden des neuen Kulturverfahrens, der Boden selbst 
in seiner naturlichen Zusammensetzung, fiir die Ermittlung des Keim- 
gehalts der Boden l)edeutend giinstiger ist als die kiinstlichen Nahr- 
boden. Man sieht al>or auch gleichzeitig, daB die gewissenhafte elektro- 



Abb. 2. 

I /f = Versuchsflftche, = pa-Methode, 

in-M. — Plattenmethode. 
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Tabelle I. 


Versuchsflftcbe 

Verhaltuiszabl 

Nr. 

Ort 

Frtlhjalir 

Sommer 

Herbst | 

winter 

15 

Sopron 

2,58; 2,71 

2,26 

3,96 

5,79 

11 


2,70; 3,01 

2,58 

3,47 1 

4,34 

24 

n 

2,14; 2,74 

2,05 

2,56 

5,82 


Durohsohnitt: 

2,65 

2,30 

3,33 

5,32 

31 

Eberswalde 

2,56; 2,06 

2,19; 3,12 

2,75 

4,04; 2,50 


Durchschnitt: 

"2,31 i 

2,66 

2,75 

3,27 

55/1. 

Tharandt 

4,76 

3,26 

2,59 



55/U. 

„ 

2,17 

1,72 

4,68 

— 


metrischc 2?H-Messung ein ausgezeichnetes Mittel zur Ermittlung dor 
Keimzahl der Boden darstellt, in Bestatigung meiner friiheren Er- 
gebnisse (3). Urn die Verwendbarkeit dieser Methodo auch fiir andere 
Boden zu zeigen, bringe ich in Tabelle II einige charakteristische Bei- 
spiele, ebenfalls Ergebnisse von parallelen Untersuchungen. 


Tabelle TI. 



Versuchsflftehe 


Gosamtbakterienzahl ^ 


Akti- 



aerob -f anaerob 

Verhftlt- 

niszahl 






\ltftts- 

Nr. 

Ort 

Breiten- 

grade 

1 Platt en- 
1 methode 

pjg-Methode j 

grad 

69 

Sahara . . . 

32« 

8 940 000 

21 670 000 

2,42 

20 

33 

V • • 

32 

8 605 000 

23 300 000 

2,70 

20 

84 1 

1 Sicilien. . . 

1 

11 100 000 

25 000 000 

2,23 1 

25 

76 

Italien . . . 

43046' 

bm 000 

21 670 000 

3,84 

20 1 

85 

Nancy . . . 


8 350 000 

21 670 000 

2,69 I 

20 1 


Szeged . . . 

46 15 

10 300 000 1 

25 000 000 

2,42 

! 20 

38 ' 

Ra]vola . . 

60 17 

6 000 000 

20 000 000 

3,34 

20 1 

40 

Kivalo . . . 

66 50 

6 280 000 

16 300 000 

2,58 

1 14,3 1 

44 

Petsamo 

69 20 

5 720000 1 

! 19 200 000 

3,35 

1 16,7 ! 


Beobach- 

tangszeit 


IV. 1933 

V. 1933 
V. 1933 

III. 1933 
V. 1933 
V. 1933 
V. 1933 
V. 1933 
V. 1933 


t^brigens hat sich naturlieh infolge der langen Transjiortdaiier die 
biologische Beschaffenheit der Boden. die von woit entfe^rnten Versuchs- 
flachen staminen, gewohiilich wenentlich ver^dert. Die ermittelt«en Unter- 
siichungsergebiiisse boziehen sich daher nieht auf den Zustand, in dem 
sich der Boden boi der Pi obeentnahme befimden hat, sondern stollen die 
biologische Aktivitat der Boden zur Zeit der D liters uchung dar. Dal3 auch 
hier eino gewisse Period izitat zu konstatieren ist, zeigen unaere Forschungen. 

Zwischen den Ergebnissen der beiden Methoden besteht jedenfalls 
eine quantitative Beziehung. Im allgemeinen sind die Bakterienzahlen, 
die mit der neuen Methode gewonnen warden, durchschnittlich groBer 
als die mit der alten Methode gewonnenen. Das gilt wenigstens fiir die 
Gesamtzahl der Bakterien. Fiir die anaeroben Bakterien diirfte es ganz 
anders sein, was noch naher aufgeklart worden muB. 
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Die UntorHiichiiiigen iiber die Anwendung der neueii Methode auf 
die Bestimmung der physiolociHchon Bakterieiigrii|)j)eii (nitrifizierende, 
<lenitrifizierende, den freien Stickstoff der Luft bindende Bakterieii) 
sind noch nieht vollig abgeschloHson. Es wird sj>ator dariiher boricht-et 
werdeii. 

D'ie Einfuhrung eines ncuen Auadrucka zur Chnrakterisierung der hiologischen 
Tdt'igkeit der Boden an Stelle der higher angegebenen Bakterienzahlen. 

Im Laufe der langjahrigen UnterHuch ungen meines Instituts hab(‘ 
ich mir ofter die Frage vorgelegt, ob es nicht moglich ware, statt der 
bisher iiblichen Bakterienzahlen einen benseren, viel genaueren Auadruck 
zur Charakteristik des Bodenlebens zu setzen. Die Anwendung der 
Bakterienzahlen ist in der Literatur sehr oft kritiscli besprochen. Die 
Meinungen waren insowcit einig, als man mit Riicksicht auf die tJnzu- 
langliehkeit der alteren UnterHuchungsmethoden den Bakterienzahlen 
keine besondere Bedeutung beigemeasen hat. Die direkte mikroskopiache 
Zahlungist ja, wie ich bereits fniher (2) ausgefiihrt habe, fast vollkommen 
ungeeignet zur Charakterisi(‘rung des Bodenlebens, schon weil fast 
immer auch die* totem Keime mitgezahlt werden. Aber auch die iibrigen 
direkten IVlethodeui [('Jholodny (2) usw.] sind unzulanglich und trotz 
mancher Vorteile recht unvollkommen. Di(‘ Flatten- und die elektive 
Me^thode haben sich, wenn man dabei auch di(‘ Differentialuntersuchung 
d('r verschiedenen pliysiologischen Bakteriengruppen durchfiihrt, als 
ziemlich brauchbar erwieseii, wie auch die Ergebnisse der tlntersuchungen 
uns(‘res Instituts bewi(*sen haben, leiden aber unter dem groBen Nach- 
teil, dal3 sie mit kiinstlichen Nahrboden arbeiten. Man darf annehmen, 
dab eine betrachtliche Anzahl von Bodenbakterieii auf diesen Nahrboden 
iiberliaupt nicht zum Vorschein kommt, weil sie von anderen Arten, 
welche sich den Verhaltnissen und Bedingungen dieser Nahrboden mehr 
anpassen, meistens ulK^rwuchert und unterdruckt werdeui. Auch in der 
Abschatzung und Beurteilung der Bakterienzahlen konnen Fehler vor- 
kominen, zumal sie eine meist erst durch langere Untersuchungen er- 
reichbarc* Erf ah rung voraussetzen. Trotzdein kann man mit dieser 
Methode vcu-haltnismaBig gute und wenigsteiis in relative r Hinfiicht 
hrauchbare Ergebnisse ernuchen. 

Durch die Einfuhrung des Bodens als Nahrmedium ist es mir 
gelungen, zunachst die Nachteile der kiinstlichen Nahrboden auszu- 
schalten oder doch auf ein MindestmaB zu reduzieren und spater die 
biologische Aktivitat der Bodenmikroorganismen durch die An- 
wendung von physiko-chemischen Messungen quantitativ zu erfassen. 
DaB auch dieses Verfahren keinen Anspruch auf absolute Vollkommen- 
heit erheben kann, ist mir vollkommen klar. Seine Vorteile bestehen 
eben darin, daB durch seine Anwendung doch eine gewisse Annaherung 
an die natiir lichen Verhaltnisse erreicht wird. 


29 * 
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Aber auch die Ergebnisse dieser neuen Methode babe ich im Anfang 
in Bakterienzahlen ausgedriickt, die nach meiner eben dargelegten 
Auffassung keine befriedigende Losung darstellen. Deshalb habe ich 
mich entschlossen, fiir die Charakterisierung des biologischen Zustandes 
des Bodens einen anderen, mehr kumulativen Ausdruck einzufiihren. 
Bei der Besprechung der Untersuchungsergebnisse meines Instituts 
habe ich (2) immer und wieder betont, daB der Boden als cine lebendc 
Materie aufzufassen ist, die ununterbrochen biologisch und biochemisch 
arbeitet und quantitative Veranderungen erleidet, welche durch die 
physiko-chcmischen Untersuchungsmethoden gut erfafit werden konnen. 

Davon ausgehend habe ich den EntschluB gefaBt, den biologischen 
Aktivitatsgrad eines Bodens statt durch die bisher angewendeten Bak- 
terienzahlen einfach durch jenen hochsten Verdiinnungsgrad quantitativ 
auszudriicken, der noch imstande ist, in eincm storilen Boden meBbaro 
physiko-chemische Veranderungen infolge der biologischen Tatigkeit der 
Bodenmikroorganismen hervorzurufen. Ich werde kiinftig diesen Ver- 
diinnungsgrad als den biologischen Aktivitatsgrad der Boden bezeichnen. 

Ich bringe in der Tabelle III diese Verdiinnungsgrade, die wir bei 
unseren Untersuchungen gewohnlich gebrauchen. Die biologische 
Aktivitat des Bodens wird also einfach durch die ,,Aktivitatszahr‘ 
ausgedriickt, d. h. durch Zahlen, die, mit einer Million multipliziert, die 
einzelnen Verdiinnungen ergeben. Dies habe ich auch fur die Charak- 
terisierung der Tatigkeit der phyaiologischen Bakteriengruppen ein- 
gefiihrt. Um die qualitative Verteilung der Bakterienflora auf (Irund 
des Aktivitatsgrades entsprechend zu charakterisieren, kann man die 
einzelnen Arten bei den verschiedenen Verdunnungsgraden qualitativ 
und quantitativ in Prozenten bestimmen, so daB man den Anteil, 
den die einzelnen Arten bei dem Hervorrufen des betreffenden Aktivitats- 
grades einnehmen, ohne die Angabe der bisher iiblichen und recht 
unzulanglichen Bakterienzahlen ausdriicken kann. 


Tabelle III. 


Aktivitats- 

grad 

Yerdilnnaiigs- 

grad 

Aktivitats- 

grad 

0,0001 

1 : 100 

1,00 

0,001 

1 : 1 000 

1,11 

0,005 

1; 5000 

1,25 

0,01 

1: 10000 

1,43 

0,025 

1: ^000 

1,67 

0,05 

d; 50 000 

2,0 

0,067 

1 : 67 000 

2,5 

0,1 

1:100 000 

8,3 

0,25 

1:250 000 

5,0 

0,50 

1:500 000 

6,7 

0,67 

1:670 000 

10,0 


Verdttnnungs- 

Aktivitats- 

1 Verdilnniiiigs- 

grad 

grad 


grad 

1: 1000 000 

11,1 

1 

11 100000 

1: 1 110 000 

12,5 

1 

12 500 000 

1: 1250 000 

14,3 

1 

14 300 000 

1: 1430 000 

16,7 

1 

16 700000 

1: 1670 000 

20,0 

1 

20 000 000 

1: 2 000 000 

25,0 

1 

25 000 000 

1: 2 500 000 

33,0 

1 

33 000000 

1: 3300000 

60,0 

1 

50 000 000 

1: 5 000 000 

67,0 

1 

67 000 000 

1: 6 700 000 
1:10 000 000 

100,0 

1 

100000 000 
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Ich mdchte noch darauf hinweisen, daB durch dieses Verfahren 
und durch jencn Ausdruck auch jede fermentative und gegebenenfalls 
hormonale Wirkung gut charakterisiert werden kann, welche durch 
die Tatigkeit der Bodenmikroorganismen hervorgerufen wird. Gerade 
dicse Wirkungen konnte man friiher durch die Angabe der Bakterien- 
zahlen nicht einmal annahornd charakterisieren. Durch den neuen 
Ausdruck und durch soin Wesen wird f iir unsere kiinftigcn Forschungen 
nun auch dicser Weg frci gemacht. 


Anhang. 

Der Zuaammenhnng zwisrhen den hiologiachen Anderungen der pn-Werte 

und den hiologiachen Verdnderungen der Leitfdhigkeit der Hbden. 

In einor friiheren Arbeit (4) habe ich nachgewiosen, daC auch bei der 
Voranderung dor Leitfahigkeit der Boden Mikroorganisinon ])zw. die von 
ihnen* })owirkten Um- 
s(}tzungen fast die 
entsclieidende Rolle 
K])ielen. In einer an- 
deronArbeii (3) konnte 
ioli dann zeigen, dafi 
dioLoit fahigkeitswerte 
durch die Stillogung 
dos iiodonlebens voll- 
stiindig fixiort werden. 

Diese Ergeluiisse fuhr- 
t(?n zii deni Versuch, 
die Verwendung der 
Loitfahigkeitsmessun- 
gen zur Bestiininung 
dos biologischen Akti- 
vitatsgrades der Bbdon 
zu benutzen. Ich 
bringe Jiierfiir in der 
Abb. 3 einige charak- 
teristische Beisjiiele, 
die die Moglichkoit 
zeigen, neben der pn- 
Messimgauch die I^it- 
faliigkeitsmessung zur 
Bostimmung dos bio- 
logischon Aktivitats- 
grades zu benutzen. 

Diese Feststellung hat 
aber meiner Anisicht 
nach nur theoreti- 
schen Weit, da die 
elektroinetrische pa-Messung viel leichter und auch viol empfindlicher 
ist, wonn es sich daruin handelt, die Aktivitatszahl zu ermitteln. 



Vfl. = Versuohsflllche. 
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Zusammenfassun^ der Ernrebnisse. 

1. Es wird die Geeignetheit der elektrometrischen ^>H-Mes8ung 
bei der Ermittlung der Keimzahl der Bdden auf Grund ausgedehnter 
Untersuchungen bewiesen. 

2. Es wird ferner gezoigt, daB neben der elektrometrischen 'pn- 
Messung auch die Leitfahigkeitsmessung zur Bestimmung der Keimzahl 
verwendet werden kann. 

3. Um die Unzulanglichkeiten der bisher zur mikrobiologisohen 
Charakterisierung des Bodens verwendeten Bakterienzahlen zu ver- 
meiden, wird ein neuer quantitativer Ausdruck fur die Charakteristik 
der biologischen Tatigkeit der Boden vorgeschlagen. An Stelle der bisher 
verwendeten Bakterienzahlen wird der Begriff des Aktivitatsgrades 
des Bodens eingefiihrt. Unter dem Aktivitatsgrad wird jene hochste 
Verdiinnung eines Bodens verstanden, welche, in sterilen Boden uber- 
geimpft, dort noch mit physiko-chemisehen Methoden mefibare, durch 
die Tatigkeit der Bodenmikroorganismen hervorgerufeno Veranderungen 
hervorruft. 


Llferatur. 

1) Feher, diese Zeitschr. 4, 257—270, 1933. - 2) Derselbe, Unter- 

suchungen iiber die Mikrobiologie des Waldbodens. Berlin, Springer, 1933. 
— 3) Derselhe, diese Zeitschr. 5, 402, 1934. — 4) Derselbe, Arch. f. Pflanzen- 
bau 9, 172—196, 1932. 



(Alls dem Botanischen und dem Kaltetechnischen Institut 
der Teehnifichen Hochschule Karlsruhe.) 

Untersuehungen fiber den Einflufi der Luftbewegung 
auf das Wachstum run Schimmelpilzen anf gekfihltem Fleisch*. 

Von 

G. Kaefi und W. Schwartz. 

Mit 4 Textabbildimgen. 

(Ehigegmigei/} am 25, April 1934,) 

I, Einleitvng. Im praktischen Kiihlbetrieb ist die Wasserzufuhr 
aus dem Substrat der einzige fiir die Entwicklung von Schimmelpilzen 
und Bakterien wichtige Faktor, der sich wahrend der Lagerzeit all- 
mahligh andert. Soil das Wachstum gehemmt werden, so miissen an 
der Oberflache des Kuhlgutes, auf der sich Pilzc entwickeln, Quellungs- 
(Iruck und osmotischer Druck durch Wasserentzug bis zu einem bc- 
stimmten, fiir di(» einzelnen Pilzarten charakteristischen Grenzwert 
erhoht werden. 

Dio Anderung des Olierflaobenzustandoh von Kuhlfleisch erfoJgt da- 
duroh, daC (Jio Luft dos Kiililrauinos deni Fleisch Fouchtigkeit entzic^ht. 
Ist die in der Zeihunheit an die Luft abgegebone Wassennenge gioBer, 
als die durch Diffusion und Kajiillarwirkung aus deni Innern nachgelieferte, 
so liildet sich auf dem Fleiscli oine Haut, auf der vorrnutJich das Pilz- 
wachstum gehenunt wird. Die Verdun'^tung vollzieht sich nach dor 
Gleichung (vgl. Merkel 1925) 

W = OF (xp — XL), 

w'obei W — stiindlich durch Verdunstung entzogeno Wassennenge (kg/h), 
a — Verdunstungszahl in kg W^asser je in^ Oberflache und Stundo, 
F — Oberflache des Floisches (in^), xp — Wassergohalt der Luft uimiittelbar 
liber der Floischoberflaclie in kg Wasser pro kg trockoiio Luft, xl = Wasser- 
gehalt der Kiihlraumluft (kg /kg). 

Dor Olierflachenzustaml dos Fleisches andert sich um so mohr, je 
niedrigtr xj^ ist, und jo rascher der Wasserentzug orfolgt. Dabei sinkt xp 
und wild schlieBlich in doin jiraktisch allerdings nicht erreichten Grenzfall 
gleich XL. Der Verm inderung von xi sind jedoch Orenzen gesetzt mit 
Riicksicht auf die (k^wichtsvorhnte und die mit einer zu starkon Ab- 
trocknung der Oberflache verbundene W^ertmindenmg dos Fleisches. 

Bei Ihitersuchiing dor Vorhaltnisso in ruhender Luft (Schwartz und 
Kaep 1934) hat sich herausgestellt, dafi die im Kuhhaum verwendbaren 
Luftfeuchtigkeiton selbst bei Senkung dor Temjieratur auf 0® C’ fiir eine 
die Verlangerung der Lagerdauer emioglichende Hemmimg der Hchimmel- 

^ Die Arbeit wurde mit finanzieller Unterstiitzung des Tngenieur- 
dienstes ausgofuhrt. Die Ap|)aratur konnte aus Mitteln der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft beschafft werden. 
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pilze noch zu hoch sind. Er bleibt zu priifen, wie weit etwa diirch eine 
Luftbewegung im Kuhlraum, d. h. durch eino Vergrofioriing von o, das 
Pilzwachstum verzdgert werden kann. 

Fiir die Verdunstungszahl kann man — oLjCp setzen (vgl. Lewis 1922, 
Merkel 1926), wobei a die Warmeubergangszahl in kcal/m^h, und 
Cp die S])ezifi8che Warme des Wasserdampf-Luft-Gemisches in k cal /kg, ® 
ist. Von den beiden Gi often a und Cp ist a von der Luftbewegung abhangig 
Und wachst sohr wahrscheinlich achon l)ei kleinen Geschwindigkeiten vor- 
haltnismaftig rascli. Der Wert a nimint proportional mit a zii, und man 
kann erwarten, daft Keimung und Wachst um der Schimmelpilze infolge 
der Anderung des Oberflachenzustandea gehemmt worden. Auch hier 
muft zur Bedingung gemacht werden, daft die Luftumwalzung nur iimer- 
halb dor Grenzen erfolgen darf, in donen die Gewichtsverluste ertraglich 
bleiben. 

Wir haben an zwei auf Fleisch vorkommenden Schimmelpilzen 
(Penicillium flavo-glaucum und Mucor racemosus) den EinfluB dor in 
Kiihlraunien iiblichen Luftgeschwindigkeiten auf das Wachstum des 
Mycels und auf die Bildung von Sporen und Konidien untersucht. 

II, Versuchsanordnung. Die relative Feuchtigkeit })etnig (p ~ 90 ”o, 
die Temi)eratur t = 6°, in einom Falle / = 3^ mit einer Schwankung von 
iL0,l°G. Die Luffc stromte mit 0, 5, 12 cm /sec an den Versuchsstucken 
vorbei. 

Die Versuchsapparatur war in einen Klektrolux-KiililHchrank eiji- 
gebaut. Em Kontaktthemiometer steuerte iiber ein Cte^f/^r-Relais den 
Strom einer Heizung, welche die iil)ersch\issige Kalte tUu* dauernd ein- 
goschalteten Absorptionsmasohine kom|)ensi(*rte. Ein Ventilator sorgte 
fiir eine gleichmafiige Temixjraturverteilung im Sehrankiaum (Abb. I). 

In der allseitig luftdicht abgeschlossenen Versuchsa])pHratur waien die in 
dem Versuchferaum aufgohangten Fleischstiicke dem vom (ieblase erzeugton 
Luftstrom ausgesetzt. Zur Regiilierung des Luftmiilaufs diente ein Drossel- 
hahn. Die umlaufende Luftmenge wiu'de mit einem Rotarnesser^ ermittelt; 
aus ihr konnte die Luftgescliwindigkeit l>erechnet werden. Der Feuehtig- 
keitsgehalt lieft sich dadurch koiLstant halten, daft die Luft ein in den 
Kreislauf eingeschaltetes Solebad mit einer Kochsalzlosung von bestimrnter 
Konzentration jiassieren muftte. 

Als Versuchsstiicke benutzten wir die gleichen zylindrischen Kleisch- 
korper von 30 mm Durchmesser und etwa 7 min Hohe und einem Verhahnis 
von Oberflache zu Gewicht von etwa 0,4 m^/kg, die auch bei unseren Ver- 
suclien in ruhender Luft Verwendung gefunden hatten. Wegen der Einzel- 
hoiten bei der Vorberoitung der Imfifung der Fleischstiicke sowie boi der 
Mossung des FJachen wachst urns und der Zahlung der Fort[)flanzungR- 
zellen verweisen wir auf unsere friihere Mitteilung (Schwartz und /Ccrc/1 
1934). In den meisten Fallen wareii die Fleischstiicke so aufgehaiigt, daft 
die Luft parallel zam Tnfektionsstreifen vorbe'istromte, nur in einem 
Versuch traf die Luftstrdmung senkrecht zu dem sich entwickelnden Pilz 
auf das Fleischstuck. 

Die verwendete Kochsalzlosung hatte ein sfiezifisches Gewicht von 
1,103. Die durch die Sole geleitete Luft kann dami die relative Feuchtig- 

^ Merges tel It von don Rotawerken in Aachen, 
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keit von 90% erreichen (Unge 1929). Dio Einstellung der Peuchtigkeit 
wurde mit dem u4/ilwfinnschen Thermometer nachgepriift. Bei 6® C 
und 12 cm /sec Luftgeschwindigkeit war die psychromotrische Differenz 
0,6® (’. Da nach Carrier und Lindsay (1925) bei diesen Bedingungen die 
theoretische Differenz zwischen trockenem und feuchtem Thermometer 
(0,7® (/) um etwa 15°() zu niedng ist, scheint die geforderte relative Luft- 
feuchtigkeit von 90 °o niit geniigender Genauigkeit erreicht zu sein. 


Stromt die Luff an den 
FleiHchstiicken vorbei, so nirnmt 
sie ]>ei dem angegebenen Liift- 
ziistand imMittel(^014gWasser 




Abb. 1 a und b. 

Vorsuchsapparatui, bestehend uus der Vorsuchskammer, dem Geblftse nebst Antiieb, dem 
Drossclhahn zui Regulieiniiig, dem Rotamesser zur Feststelluiig der Luftmenge und dem 

Solebehttlter. 


je kg Luft auf. Die dadiirch IxKiingte Erhohung der relativen Feuchtig- 
keit karui bei Annahme gleichmaBiger Verteilung der aufgenommenen 
Feuchtigkeit uber den durchstromten Quersclinitt aus dem i/x-Diagramm 
nach Mother (1923) zu riind 0,1 bestimmt werden, eine Anderimg, die 
unbeachtet bloibtm kann. Audi die durch Wasseraufnahme aus der Luft 
liedingte Zunahme dei* relativen Feuchtigkeit uber der Sole kann ver- 
nachlassigt werden. Sie lal3t aich nach einer Versuchszeit von 12 Tagen 
zu etwa 0,4 berechnen. Eine Kontrolle durch Bestimmung des spezi- 
fischen Gewichtes der Sole und Ermittlung der zugehorigen Feuchtigkeit 
ergab den gleichen gtuingen Wert. 

Im Luftumlauf entstehen dadurch, daB die Luft das Solebad passiert, 
kleine Schwankungen. Sie bewirken, daB die Luftmenge am Rotamesser 
nur mit i 0,2 m®/h abgelesen werden kann. Die hierdurch verursachte 
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Schwankung der Geschwindigkeit im Versuchsgefafi betragt bei 5 cm /sec 
± 2,6% und bei 12 cm/sec etwa ± 6% der angegebenen mittleren Ge- 
schwindigkeit. 

Der Rotamesser wurde von den Rotawerken bei 0° C geeicht. Die 
angezeigte Menge ist umgekehrt proportional der Wurzel aus dem spezifi- 
schen Gewicht der Luft (Qramherg 1933), so daJ3 sich bei Messungen bei 
4- 6°0 eine Fehlanzeige ergibt, die innerhalb des Ablesefehlers liegt. 


HI. Versuchsergebnisse. Eine Verzogerung dos Wachstums unter 
dem EinfluB bewegter Luft laBt sich tatsachlich nachweisen (Abb. 2). 

Vergleichen wir den Wachs- 



ZCTagt) 


tumsverlauf bei bewegter 
und luhender Luft, so ist 
ersichtlich, daB Penicillium 
und Mucor bei den Luft- 
geschwindigkeiten von 5 
und 12 cm/sec mit geringer 
Verzogerung gegeniiber der 
Kontrolle fast gleichzeitig 
mit der Bildung von Luft- 
mycel beginnen. Trifft der 
Luftstrom senkrecht auf 
die geimpfte Flache (Ver- 
such mit Mucor raceniosus), 
so ist die Verzogerung des 
Wachstums starker als bei 
Fiihrung parallel zur Impf- 
flache, was damit zu- 
sammenhangt, daB in 
diesem Fall die Warme- 
ubergangszahl und somit 


Abb. 2 a und b. 

Verlauf des Wachstums be! bewegter Luft. f = 60C, 
(y) 90 o/p. P — Pentcilltvm flavo-qlaui urn, M = Mucor 

racemosuft. Luftgeschwindigkelt w = 6em/sec und 
w = 12 cm/sec. Kontrolle (M; = 0era/sce) bei 
ruhender Luft. Die Fleischstiicke sind so auf- 
gehkngt, dab die Luft parallel derlmpfflriche vorbei- 
streicht, aufier bei it; = 12 sec, wo der Luftstrom 
senkrecht auf die geimpfte Flache trifft. 


auch die Verdunstungszahl 
groBer ist. 

Mit zunehmender Lager- 
zeit vergroBert sich der 
EinfluB der Luftgeschwin- 
digkeit, da die Feuchtigkeit 


iiber der Fleischoberflache 


immer mehr dem Feuchtigkeitswert der Luft angenahert wird. Bei Peni- 
cillium flavo-glaucum sind die TJnterschiede in der Verzogerung des Wachs- 
tums bei verschiedenen Stromungsgeschwindigkeiten der Luft nicht groB 
(Abb. 3 a*). Das erklart sich daraus, daB PenicUlium bei einer Feuchtig- 
keit von 90 % an der Fleischoberflache immer noch giinstige Wachstums- 
bedingungen vorfindet, vielleicht auch daraus, daB der Feuchtigkeits- 
ausgleich zwischen Fleischoberflache und Luft bei Versuchsstucken mit 
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ehiem Verh&ltlais von OberfUlche zu Gewioht von 0,4 durch die an- 
gewaixdten Luftgeschwindigkeiten nieht mehr wesentlich beschleunigt 
warden kann. 


Bei Mucct racetnosua (Abb. 3b) ist der EinfluQ der Luftbewegung 
etwas grdBer, Was damit ubereinstimmt, daB sich in friiheren Versuchen 


{Schwartz und Kaefi 1934) Mtwor 
auch in ruhender Luft als empfind- 
lich gegentiber einer Feuchtigkeits- 
senkung auf 90% erwiesen hat. 




Abb. 3 a tind b. 

Blnflufi verschiedener Strbmimgsgesehwmdigkeiten der Luft auf das Fldcheuwacbstum nach 
verschledenen Lagerzelten (* In Tagen) < = 6® C, y ~ 90®/o If == IfiMfor racemotut P *= 

PemclUtvm flaio^glaucxim 


Schliefilich sollte der hemmende EinfluB der Luftbewegung im 
Verein mit einer Temperaturerniedrigung gepruft werden (Abb. 4), 
Es zeigte sich aber auch in diesem Fall, in einer Versuchsreihe mit 
Mwcot racemosua bei i = + 3® C, 
daB die Entwicklung sich nur in 
geringcm, fur die praktische Kalt- 
lagerung unwesentlichem Mafic 
verlangsamen laBt. 

Weitere Erhdhung der rela- 
tiven Feuchtigkeit bei Anwendung 
starker Luftbewegung kdnnte da- 
zu fiihren, daB es bei gerin- 
gen Temperaturschwankungen zur 
Wasserdampfkondensation am 
Lagergut kommt. Eine merk- 
liche Hemmung der Schinunel- 
pilze ist kaum zu erwarten, da 
sicb bei hoheren Feuchtigkeiten 
Quellungsverhaltnisse und osmo- 
tische Verh^ltnisse an der FJeisch- 
oberfl&che noch weniger andem konnen. Stftrkere Wachstums- 
heznxnungen waren offenbar nur mdglich bei Anwendung sehr tiefer 

Atoblv fttr Mlkrobiologie. Bd. 5 30 



Waobstumsverlanf bet Jfiteor raeemotut 
bei I =s=- + 8® C and w *= 12 cm/sec, ver- 
glichen mit dem Waehstnm bei ruhender 
Luft (te sn 0)* 



448 


G. KaeB u. W. Schwartz : 


relativer Luftfeuchtigkeiten und hoher Luftgeschwindigkeiten, die 
zu bedeutenden Gewichtsverlusten und zur Verfichlechterung des 
Aussehens und der Qualitat fiihren wiirden. Die tJntersuchungen 
wurden mit magerem Fleisch ausgefiihrt, das dem Verderb am 
starksten ausgesetzt ist. Fur Fleisch, das mit Fett und Bindegeweben 
iiberzogen ist, geben Haines und Smith (1932) bei Bakterieninfektion 
eine Verlangening der Lagerdauer durch Luftbewegung auf etwa 
das 2 ^/ 2 fache an. 

Die Konidien- und Sporenbildung (Tabelle 1) wird bei Anwendung 
von bewegter Luft ebenfalls beeinfluBt. Von wenigen Ausnahmen ab- 

Tabelle I. 


Zahl der Fortpflanziingszellen in ruhender und bewegter Luft . 


lintersuchter Pilz 

Lager- 

temperatur 

oc 

Zeit 

Tage 

LnftgeschNilndigkeit in cm/sec 

0 

1 5 ' 

12 


{ 

10 

26,1 . 10“ 

38,2 . 10« 

3,15 . 106 

Penicillium flavo-glaueum 

+ 6 

12 

63,6 

67,6 

6,88 


1 

14 

99,2 

86,5 

26,9 


{ 

6 

19,2 

1,24 

2,11 

Mucor racemosm . . . 

+ 6 

7 1 

i ' 

,27,9 

6,45 1 

4,29 


1 

' 8 

60,8 

19,5 

8,23 


( 

1 

1 8 

1 


0,9 


+ 3 

1 10 

25,7 

— 

6,4 


1 

12 

30,7 

— 

11,5 


gesehen sinkt die Zahl der Fortpflanzungsqiiellen mit zunehmender 
Luftbewegung. 

Fiir die Festsc^tzung der Lagerzeit sind das Sichtbarwerden den 
Mycels und das Einsetzen der Konidien- und Sporenreife maBgebend. 
Boide Zeitpunkte lassen sich bei Lagerung in l)ewegter Luft verschieben 
(Tabelle 2). Bei Mucor racemosus wild erst l)oi 3® C und w ~ 12 cm/sec 
das Erscheinen des Mycels etwas verzogert Penicillium flam-glaucum 
kommt bei 6® und 12 cm /sec sogar I'twas fnihei*, was sich deckt mit den 
Erfahrungen beim Wachstum in ruhender Luft. Auch da erschien das 
Mycel bei itiederen Feuchtigkeiten eher als bei relativ hohen Feuchtig- 
keiten. Bei der praktischen Kaltlagerung von Fleisch sind also bei 
schwacher Luftbewegung innerhalb des zulassigcn Feuchtigkeitsbereichs 
keine nennenswerten Einwirkungen auf eine Pilzinfektion zu erwarten. 
Es bleibt noch festzustellen, ob etwa eine durch voiubergehende starkere 
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Luftumwalzung bei Beginn der Lagerung bewirkte Abtrocknung der 
Oberflachen die Pilzentwicklung deutlicher hemmt. Unsere Unter- 

TabeUe II. 


Sichtbarwerden der Infektion und Reife der Fortpflanzungs- 
zellen in ruhender und bewegter Luft bei cp == 90%. 

Zeit. in Tagen. 





Lager- 

Luftgeschwlndigkeit 

Untersncbter Pllz 


temperator 

in cm/sec 



OC 

0 

5 

12 

Penicillium | 

Sichtbarwerden der Infektion 

r ~ 

1 +6 

6 

6 

6V* 

flavo-glaucum [ 

Beginn der Konidienreite 

|i + 6 

9 

9 

9 

Mucor I 

Sichtbarwerden der Infektion j 

l' 

+ 3 

3 

4b'2 

3 

3 

5 

racemosus { 

Beginn der Sporenreife 

+ 6 
+ 3 

4 

6 

4 

4 

7 


Buchungen W(»i8en darauf hin, daB es ratsam ist, nach weiteren MaB- 
nahmen (vgl. Plank 1933) zu suchen, die neben der Kalteanwendung 
zur Verbessenmg der LagerungHverhaltnisse beitragen konnen. 

Zusammenfassung. 

1. Die Verwendung aufgezwungener Luftstromung von 5 und 

12 cm /sec bei Penicillinm flavo-glaucum und Mucor racemosus 

bei den Temperaturen 0 und 3® C und bei einei* Luftfeuchtigkeit von 
90% zu WachstuniHverzogerungen, verglichen mit dem Verhalten in 
ruhender Luft. 

2. Die Verzogerung wild um so starker, je hoher die Gleschwindig- 
keit der Luft ist. 

3. Stromt die Luft senkreeht zur Infektionsflache, so wird eine 
starkere Hcmmung erzi(dt als bei paralleler Strcimung. 

4. Die Wachstumshemmung ist auf eine Zunahme des Quellungs- 
druckes und des osmotischen Druekes an der Fleischoberflache infolge 
der VorgroBerung der Verdunstungszahl bei bewegter Luft zuriick- 
zuftihren. 

5. Die erzielte Wachstumshemmung ist zu gering, um eine nennens- 
wertt* Verlangenmg der Lagerzeit zu bewirken. 

6. Die giinstige Wirkung der Luftumwalzung im Kiihlraum beruht 
also nicht auf einer direkten Einwirkung auf die Pilzinfektion, sondern 
darauf, daB ortliche und zeitliche Temperatur- und Feuchtigkeits- 
unterschiedo vermind(Tt werden und ihr Aiisgleich schneller erfolgt. 
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7. dio allein durch Kontrolle des Luftzustandes erreichbare 
Hemmung der Schimmelpilzentwicklung ergibt sich eine Betriebsweise, 
bei der die Temperatur moglichst niedrig gehalten wird, die relative 
Luftfeiichtigkeit einen Wert von rund 90 % nicht iiberschreitet, und die 
Luftbewegung so gering ist, daB gerade der gewiinschte Luftzustand 
iiberall im Kiihlraum erhalten bleibt. 


Literatur. 

W, H. Carrier u. D,C. Lindsay, Refr. Eng. 11, 241, 1926. — A, Oram* 
berg, Maschinentochn. Versucbswesen. Bd I. Berlin 1933. — R. B. Haines 
u. C. Bmith, Rep. of the Food Investigation Board, S. 18, 1932. — 
W.K. Lewis, Mech. Eng. 44, 445, 1922. — K. Linge, Zeitschr. f. d. ges. 
Kalte-Ind. 86, 189, 1929. — F. Merkel, VDl -Forschungsheft Nr. 276. 
Berlin 1925. — R. Mollier, Zeitschr. VDI. 67, 869, 1923. ~ R. Plank, 
Gesimdheitsing. 66, 413, 1933. — W, Schwartz u. O. Kaefi, Arch. f. Mikro- 
biologio 6. 157, 1934. 



(Aus dem Mikrobiolo^gchen Laboratorium der Akademie der Wissen- 
sohaften Leningrad, USSR.) 

Straktur and Entwicklnngsgeselilelite 
des Oranalobacter peetinoTomm (Fribes). 

Von 

A. Imsenecki. 

Mit 3 Textabbildungen iind Tafel II und III. 

(Einr/egangen am 22. Mai 1934.) 

Mit den Untersuchungeii von Ijohnia^ Ahnquiat, Hadley und Enderlein 
schien sich eine neiie Entwicklung der Hakteriologie anzubahnen. Dieser 
neuen Richtung liegen nicht allein die Untersuchungen der obengenannten 
Porscher, sondem auch altere Arbeiten zugrunde, ziunal sogar aus der Zeit, 
wo di^ AnHchaiumgen der Monoinoi’phisten vorherrschend waren, Beob- 
achtungen iiber den PleornorphismuH der Bakterion vorliegen. Diese Beob- 
achtungen sind von Loh^iis zuh^ainmongefai^t und bearbeitet worden. 

In der darauffolgenden Periode ergab die Erforaodmng der Ent- 
wicklungflgesohichte verachiedener Formen: B.mycoidea {Nyherg, Oesterle 
und Stahl, Stapp und Zycha, Lewis, den Dooren de J ong u. a.), B.mega- 
terium (Petschenko, Kudrjawzew, Knaysi), Azotobacter (Krassilmkow, 
de Re^el u. a.), B.maloaeearum (Stoughton), B . saccharobut yricus (Cunning- 
ham), Splrochaeta cytophaga (Krzemieniewska, Issatschenko imd Wackenhut, 
Rokitzkaja), Milehed/n^rebakterien (Rudakow), Essigadurebakterien (Bat- 
schinakaja) usw., ein ausgiebiges, aber wonig einheitliches Tatsachenmaterial. 
Ea unterliegt jetioch keinem Zweifel, daB einige der aufgozahlten Arbeiten 
neue, von der iiblichen Teilung abweichende Formen der Bakterien- 
vermehrung festgestellt hal>en, so dali ciie Bakterien jetzt (lurch die friihere 
Bezeichnung Schizomycvtea schon nicht mehr erschopfend charakterivsiert 
werden. 

Im Jahre 1912 schrieb A. Meyer, die Befiinde Dobell kritisierend : 
„Wie gering die biologische Orientierung des Autors iiber die Bakterien im 
allgemeinen ist, geht ubrigens daraua hervor, daJ3 er noch an den Pleo- 
morphismus der Bakterien glaubt.“ 

Dieser Satz stellt nichts anderes dar als eine Widerspiegelung der 
damals vorhandenen Anschauungen. Im Laufe der nachsten 20 Jahre 
haben die Anschauungen der Mikrobiologen iiber den Pleomorphismus der 
Bakterien eine gewisse Modifizierimg erfahren ; die Zahl der in diesem 
Sinne ausgefiihrten Arbeiten nimmt immer zu. Es iat jedoch bis jetzt nicht 
zu einer ^einheitlichen Auffassung gekommen, weil einige S&tze des Pleo- 
morphismus noch einer sorgfaltigen Priifung bediirfen. Eine der wichtigsten 
und grunds&tzlichsten Streitfragen bezieht sich auf das Vermfigen der 
neu entstehenden Zellen, sich zu vermehren tmd sich in die Ausgangsform 
zuriicksEuverwandeln. Sind die Phasen der individuellen Entwicklung der 
Bakterien so aufzufassen, als mache dieses oder jenes Individuum ver- 
schiedene Stadien durch, oder treten bei dieser Metamorphose naoheinander 
versohieden gestaltete Generationen auf? Die auf dem Qebiet der all- 
gemeinen, sowie der landwirtschaftliohen Mikrobiologie ermittelten Befunde 
Arohiv fttr Mikrobiologie. Bd. 5. 3]^ 



452 


A. Imseneoki: 


bestHtigen vorwiegend die erste Deutung, wAhrend die medizinisohe Literatur 
Hinweise auf die Bichtigkeit der zweiten Vennutung gibt. Die auf Grund 
ihrer eigenen Beobaohtungen gebildete, verBohiedene Stelliing der Verfasser 
zum Vorkommen von Gonidien, von filtrierbai*en Formen und insbesondere 
von Symplasma und Konjunktion fiihrt zu hdchst bunten Deutungen des 
Problems vom Lebenszyklus der Bakterien. 

Einige Schwierigkeiten treten auch in der Terminologie auf. Die von 
Enderlein und Almquist vorgeschlagenen Bezeichnungon haben aich nioht 
eingebiirgert. Wird von Lohnis' Nomenklatur Gebrauch gemacht, so treten 
beim Identifizieren der beobaohteten zelligen Gebilde mit diesem oder 
jenem Typus der von Lbhnia besohriebenen Repioduktionsformen Schwierig- 
keiten auf. Anscheinend wird eine genauer© und dabei vereinfaohte Nomen- 
klatur erst nach einer ausfuhrlichen Erforschung der Entwicklungsgesohichte 
der Vertreter verschiedener Bakteriengruppen mbglich sein. In der Er- 
forschung der Entwioklimgsgeschichte der Organismen erlangt die Unter- 
suchimgsmethode eine besondere Bedeutimg. Es ist unmoglich, die Richtig- 
keit der Meinung Stapps nicht anzuerkennen, daB das Vorkommen eines 
Entwicklungszyklus bei den Bakterien experimentell© Beweise ©rfordert. 

Nut auf dem Wege unmittolbarer und naturlich zeitraubender 
Beobachtung kann das Tatsachenmaterial gesammelt werden, das zur 
endgiiltigen Losung dieser komplizierten Probleme fiihren wird. In 
dieser Hinsicht stellen Beobachtungen im Hangetropfen eine der wenigen 
Untersuchungsmethoden dar, die es gestatten, die in der Zelle ein- 
tretenden Veranderungen Schritt fiir Schritt zu verfolgen. Eine Er- 
forschung der Phasen der individuellen Entwicklung dagegen, die 
sich lediglich auf das Durchmustem gefarbter Praparate griindet, 
kann zu unrichtigen Schlussen fiihren. 

Wir wurden zu der Erforschung der Struktur und der Geschichte 
des Granvlobacter pectinovorum doshalb veranlaBt, weil es in den 
Schriften an ausfuhrlichen Angaben beziiglich des Lebenszyklus 
anaerober Bakterien fehlt. Andererseits bestarkten unseren EntschluB, 
in dieser Richtung Arbeiten zu untemehmen, die industrielle Bedeutung 
dieses morphologisch wenig erforschten Mikroorganismus sowie seine 
bedeutende GroBe, die die cytologischen Untersuchungen erleichtert. 
Das Bakterium der Flachsroste ist in reiner Kultur zum erstenmal 
von Fribes gewonnen und untor der Bezeichnung Granvlobacter pectim- 
voTum von Winogradsky 1895 beschrieben worden. In dieser Arbeit 
wurden die Methoden des Kultivierens dieses Mikroorganismus, ferner 
seine morphologischen und physiologischen Eigenschaften angegeben. 

Die Beschreibung der Morphologic ist so kurz, daB wir sie in ihrem 
vollen Umfange hier wiedergeben: „C’est un bacille relativement grand, 
formant des spores dans des gonflements terminaux (forme tltard). A 
IVtat jeune, ses articles sont longs de 10 p a 15 {x sur une 6paisseur de 0,8 p; 
souvent on trouve des filaments articul^s beaucoup plus longs; ils deviennent 
ensuite im peu plus ^pais (1 fx) et forment alors des gonflements ovoldes 
longs d© 3 (X sur 2 fx d’^paisseur; la spore ovoi’de qui s’y form© a 1,8 |x sur 
L2 
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Angaben iiber die Morphologie von Or, pectinavorum finden sich 
auch bei Beijerinck und van Delden, Bredemann, Behrens, Ruschmann 
und Bavendamm. Obwohl die systematische Stellung des Or, pectino- 
varum hier nicht beriicksichtigt wird, so sei dock darauf hingewiesen, 
daB seine morphologischen und physiologischen Besonderbeiten, seine 
Existenz als selbstandige Art sowie seine Identifizierung mit B. amylo- 
bacier {Clostridium Pasteurianum), die seinerzeit von Bredemann vor- 
genommen und in die Bestimmungstabellen der Bakterien (Bergey) 
ubemommen worden ist, nicht frei von emsten Einwendungen sind. 
Unter den uns zug&nglichen Schriften sind die obenerwahnten die 
einzigen, in denen Angaben iiber die Morphologie des Or, pectinovorum 
vorkommen. 

Gehen wir nun ziu* Darlegung unserer eigenen Befundc iiber. 

Untersuchungsmethode. 

XTnsere Untersuchungen sind an zwei Gr, oyom wt-Stammen aus- 

jrefiihrt worden, die wir vom Tnstitut fiir landwirtsehaftliche Mikrobiologie 
erhalten hatten. Beide Stamme wnrden aus Flachs, der dem Rosten unter- 
zogen war, geziiohtet und auf Kartoffelnahrboden kultiviert. Der morpho- 
logischen Erforsehung ging die Berstellxmg reiner, jeweiLs einer einzelnen 
Spore entstammender Kulturen voraus. Hierzu haben wir aus einer alten, 
40tagigen, nur Sporen enthaltenden Kultur eine Sporonaufschwemmung 
in steriler physiologischer Losimg bereitet. Kleine Tropfen dieser Auf- 
schwemmimg wurden zu je 15 bis 20 auf ein Deckglaschen gebracht, das 
dann einem hohlgeschliffenon Objekttrager aufgesetzt wurde. Jeder 
Tropfen, in dem bei sorgfaltigem Nachpriifen unter starkerer VergrojBerung 
nur eine einzehie Spore nachzuweisen war, wurde mit Hilfe eines kleinen 
Stiickchens Filtrierpapier in ein Roagensglas gebracht, das Nahrsubstrat 
onthielt. 

Da mit der Moglichkeit zu rechnen war, daC in alteren Kulturen kleino, 
sciiwer erkennbaro vegetative Fojinen vorkommen konnen, winde die 
Aufschwemmung einem funfminiitigen Erhitzen auf 55® imterworfen. 
Das hatte eine Mindenmg der Zalil der wachstumsfahigen Sporen zur Folge. 
Wir wollen uns nicht bei der Frage aufhalten, wie woit es moglich ist, eine 
Kultur aus einer einzelnen Zelle zu erhalten; wir halten es jedoch, im Zu- 
sammenliang mit den neuoren Befunden iiber die Entwicklungsgesohichte 
der Bakterien, fiir angebracht, darauf hinzuweisen, daB fiir asporogene 
Foimen die Herstellung einer, einer einzelnen Zelle entstammenden Kultur 
bedeutende Schwierigkeiten bietet, Es konnte hingegen scheinen, daB es 
bei sporenbildenden Bakterien ein leichtes sei, sich durch Pa.steurisation des 
sporenenthaltenden Ausgangsmaterials der anderen Formen zu entledigen. 
Jedoch ist die Moglichkeit nicht ausgeschlossen, daB die kleineren Formen 
thermoresistenter sind als die gewohnlichen vegetativen Zellen. Dieses 
erschwert auch bei sporenbildenden Bakterien das Erhalten der Kulturen 
aus einer einzelnen Zelle, insbesondere bei Arten mit Sporen ohne hohe 
Thermoresistenz. Denn wir gebrauchen bei einem derartigen Material 
hohe Temperaturen, was zur Folge hat, daB der Prozentsatz miBgliickender 
(im Sinne ihres weiteren Wachstums) Einsporkulturen aehr hoch ist. 
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Die aus einer Spore dargestellten Or, pectinovorum-^t^xame wurden 
vorwiegend in flussigem, Kartoffel enthaltendem Substrat kultiviert (fein> 
zerteilte Kartoffeln 10 Teile, Glucose 1 Teil, Kreide 2 Teile, Leitungs- 
wasser 100 Teile, pn des Substrate 7,0). Im Text wird dieses Substrat 
als K/S bezeichnet). Von da aus wurden Reagensglaser beimpft, die 
kleine, von Wasser bedeckten Flachsgarben und Kreide enthielten. Die 
Fliissigkeit stand in beiden Fallen geniigend hoch, um die Entwicklung 
der Anaeroben zu enpoglichen. Seltener wurde Kartoffelagar (10 Teile 
Kartoffel, 1 Teil Glucose, 2 Teile Agaragar, lOOTeile Wasser) oder Kartoffel- 
gelatine (10 Teile Kartoffel, 1 Teil Glucose, 10 Teile Gelatine, lOOTeile 
Wasser) verwendet. Auf diesen Substraten wurden Kulturen in Reagens^ 
gl^em hergestellt, die in Zylindern mit alkalischer Pyrogallollosung gehalten 
wurden; teilweise wurden auch Stichkulturen gemacht. 

Die beimpften Reagensglaser wurden im Thermostaten bei 35° ge- 
halten. Bei dieser Temperatur liefi sich in Reagensglasern mit K/S bereits 
nach 24 Stimden kraftige Bildung von Gasblaschen beobachten, und es 
kamen kleine Kartoffelstiickchen auf die Oberflache. Bei Erforschimg des 
Baues und der -Entwicklungsgeschichte des Qr. pectin ovorum kombinierten 
wir die Erforschung lebender, Kulturen verschiedenen Alters entnommener 
Zellen mit der Methode der direkten Beobaohtung der Entwicklung des 
Mikroorganismus im Hangetropfen. Von diesen beidon einandei* kon- 
trollierenden imd ergtozenden Methoden haben wir gleichzeitig Gebrauch 
gem€ujht. Das Alter dor Kulturen, denen das Gntersuchimgsmaterial ent- 
nommen wurde, betrug 6 Stunden bis 90 Tage. Der Zeitabstand, in dem 
die Beobachtimgen ausgefuhrt wurden, war verschieden je nach dem Alter 
der Kultur: fiir bis einschlieOlich 72 Stunden alte Kulturen wurde ein 
Zeitabstand von 30 Minuten bis 2 Stunden genommen, an alteren Kulturen 
wurden Beobachtungeii alle 24 Stunden ausgefiihrt. Beobachtimgen im 
hangenden Tropfen wiuden auf dem Wege der von ims ausgearbeiteten 
Methode ausgefuhrt. Beim Montieron im Hangetropfen ist fiir die Anaerol>en 
eine kleine Schale mit alkalischer Pyrogallollosung in die Kammer, die durch 
den an das Objektglas angeklebten Ring gebildet wird, zu bringen. Ein 
Tropfen des Nahrsubstrats, der den anaeroben Mikroorganismus enthalt, 
wird auf ein Deckglas aufgetragen und mit diesem wird der Ring, dessen 
Rand mit Va.seline bescluniert ist, bedeckt. Wie os sich im Laufe der Arbeit 
herausgestellt hat, vermogen die Anaeroben in einem grofleren hftngenden 
Tropfen des Nahrsubstrats auch ohne Aufnahme des Sauerstoffs durch 
Pyrogallol bzw. durch speziell nach Fortner Methode aiisgefuhrte Be- 
impfimgen mit aeroben Bakterien sich zu entwickeln. Eine ausfiihrlichere 
Beschreibung der von uns angewendeten Methode sowie eine vergleichende 
Wertung der verschiedenen Kulturmethoden im hangenden Tropfen haben 
v’^ir an anderer S telle gegeben. 

Die obenbescliriebene kombinierte Methode der Erforschung der 
Struktur des Flachsrostebakteriums und der individuellen Entwicklungs- 
phasen hat uns die Befunde ermoglicht, zu deren Darlegung wir jetzt 
iibergehen. 

Entwicklungsgeschichte. 

Junge Zellen des Or. pectinovorum haben Stabchengestalt ; ihre 
Enden sind etwas abgerundet. Die Stabchen haben durchschnittlich 
eine GroBe von 0,5 X 3,2 (x. Sie sind lebhaft beweglich und vermehren 
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8ich diirch einfache Querteilung. Nach erfolgter Zellteilung bleiben 
die Zellen des ofteren paarweise verbunden (Taf. II, 1). Dafl Zellproto- 
plasma ist homogen, es ist schwach lichtbrechend und weist, ungefarbt, 
keine Kdmchen auf. Die Stabchen vergrSBem sich aUmahlich, ihre 
zylindrische (Gestalt behaltend, und werden schlieBlich 0,6 X 4,5 bis 8 (jl 
groB. Nach und nach tritt Herabsetzung ihrer Beweglichkeit ein, si(‘ 
hdren auf sich zu teilen, und ihre Cytoplasma wird kornig. Die fernere 
GroBenzunahme der Stabchen erfolgt vorwiegend in die Breite (0,8 bis 1 ^ 
X 6,5 bis 8,5 [ji) und wird von einer Veranderung der Gestalt begleitet. 
Eines der Stabchenenden wird kolbenartig verdickt; dies ist in un- 
gefarbtc'n Praparaten das erste Zeichen des Beginns der SporenbiJdung 
(Taf. II, 2). Bei kiirzeren und dickeren Stabchen tritt, zusammen mit 
dem Breiterwerden eines der Enden, eine gewisse Verengung des 
mittJeren TeiJes der Zelle ein; dies fiihrt zum Auftreten von Zellen, 
wie sii‘ auf Taf. IT, 2 dargestellt sind. Bei aufmerksamer Betrachtung 
laBt sich ini verdickten Stabchenende ein lichtbrechendes Komchen 
von geringer (iroBe nachweisen. Gleichzeitig kommt in der IVlittt* des 
Stabchens eine ovale oder rundliche, undeutlich abgegrenzte Vakuole 
zum Vorschein. Das am Ende des Stabchens gelagerte Komchen wird 
immer groBer und nimmt ovale Gestalt an. Zusammen mit dem GroBer- 
werden der Prospore findet eine starkere Schwellung des Stabchen- 
endes sowie der Vakuole statt, die um diese Zeit den ganzen Quer- 
durchmesser des Stabchens einnimmt, und deren Grenzlinie halbmond- 
formig, ja fast geradlinig ist (Taf. II, 3). Darauf sclirurnpft die Prospore, 
ihr liichtbrechungsvermogen wird starker, und sie wird von einer Hiille 
umgeben, wahrend am Sporpole ein kleiner, heller ,,Hof“ auftritt 
(Taf. Tl, 4). (Tegen AbschluB der Sporenbildung wird das Stabchen 
etwas lang(T und dunner. Ks verschwindet auch der ihm friiher zu- 
kommende allmahliche tTbergang in den verbreiterten Teil (Taf. II, 5). 
Die GroBe der reifcn Plektridien (Trommelschlagelstadium) betragt 
durchschnittlich 0,9 X 9,2 (ji; mitunter werden auch Zellen von 17 
bis 19 fjL Lange angetroffen. Kin Teil der in Sporenbildung bcgriffenen 
Zellen kriimmt sich. Die Sporenbildung ist immer terminal ; es kommt 
vor, daB sie bei zwei noch miteinander verbundenen Stabchen gleich- 
zeitig bei beiden auftritt (Taf. II, 5). Zwei Sporen in einem Stabchen 
haben wir nie zu sehen bekomraen. In den Stabchen mit volhg reifer 
Spore kann es vorkommen, daB deren Achse nicht mit der Stabchen- 
achse zusammenfMlt (Taf. 11, 4a). Nachdem die Spore ihre endgiiltige 
Gestalt erlangt hat, tritt Zerstdrung des Stabchens ein; es wird durch- 
sichtig, daher weniger deutlich sichtbar, spater unterliegt es der Autolyse. 
An der Spore bleibt nur ein Stabchenrest als Anhangsel haften, das 
aber auch bald verschwindet (Taf. II, 6). Es kommt vor, daB die in 
Zerstdrung begriffene Zelle in einigem Abstande von der Spore abbricht; 
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ErklUrung zur Tafel IL 

1. Junge Zellen des Gr, pectinovorum. 

2. GriJfiere verdickte Stabchen mit einer in Bildung begriffenen Vakuole. 

3. Zellen mit keulenartigen Enden tind grofier Vakuole. 

4. Stadium der reifen Plektridien. Am Pole der Spore ein heller Hoi. 4 a die Sporen- 
achse lailt nicht mit der Stabchenachse zusammen. 

5. Sporenblldung bei zwel miteinander verbundenen Zellen. 

6. und 7. Sporen mit Zellresten. 

8. Preie Sporen. 

9. bis 12. Auskeimen der freien Sporen. 

13. Auskeimen der Plektridien. 

14. Auskeimen der Spore. 

15. Splndelartige, ans Sporen entstandene ZelHormen. 

16. Teilung der aus Sporen entstandenen Zellen. 

17. Atypische Keimung der Spore. Infolge der geringen Dimension der Ausgangs- 
dffnung in der SporenhUlle verlagert slch der Inhalt der Zelle sehr rasch In das Ende des 
Stabchens, das dadurch keilfdrmig wird. 

18. Allmahliche Loslbsung der Knospe Ton der Mutterzelle und Verwandlung in die 
Stabchenform. 

19. 20, 21 und 22. Zellen mit endstandigen Knospen. 

23. Geschlangelte Involutionsformen. 

24. Riesenplektridlen, die unter EinfluO der eigenen Stoflwechselprodukte entstehen. 
26. Zellen des Gr, pectinovorum ^ die helm gemeinsamen Kultlvieren mit Bac. me$entericu8 

var. ntfter eine Formveranderung erfahren haben. 


darm zeigt der Rest einen unregelmaBigen zackigen Rand (Taf. II, 7). 
Die Befreiung der Spore von den Zellresten spielt sich ziemlich schnell 
ab. Die reife Spore ist oval (Taf. II, 8). Die auf Grund von 300 Ab- 
messungen ermittelte DurchschnittsgroBe der Spore betragt 1,2 X 1,6 (x. 
Abweichnngen kommen innerhalb der Grenzen von 1,1 X 1,3 [x bis 
1,5 X 1,8 fx vor. 

Das Auskeimen der in ein frisches Nahrsubstrat gebrachten Sporen 
beginnt, wie gewohnlich, mit Anschwellung und Herabsetzung des 
Lichtbrechungsvermogens. Es erfolgt stets polar sowohl bei Stabchen 
mit terminal gelagerter Spore (Taf. II, 13) wie auch bei freien Sporen 
(Taf. II, 9 bis 12) und bei solchen, die einen Teil der Zelle in Gestalt 
eines Anhangsels bewahrt haben (Taf. II, 14). Die Sporenkeimung 
dauert insgesamt, bei 35®, 45 bis 60 Minuten und spielt sich folgender- 
maBen ab: Am Pole der Spore entsteht eine Offnung, aus der das kegel- 
formige Ende des Jungen Stabchens heraustritt (Taf. II, 9). Dieses 
Ende streckt sich allmahlich in die Lange, wahrend das andere noch 
der inneren Oberflache der SporenhiiJle anliegt (Taf, II, 10). Daraufhin 
tritt das Stabchen ganz heraus (Taf. II, 11 bis 12) und verliert jeglichen 
Zusammenhang mit der Sporenhiille . Diese ist mu als ein abseits liegendes 
Kappchen zu sefaen, bei dem die Offnung, diuch die das Stabchen 
herausgetreten war, deutlich zu sehen ist. 

Das aus der Spore ausgekeimte Stabchen ist spindelformig ; seine 
Enden sind zugespitzt (Taf. II, 15). Somit unterscheidet es sich durch 
seine Gestalt von den jungen vegetativen stabchenartigen Zellen. 
Es miBt 1,2 bis 1,6 (x X 3,2 bis 3,4 {x. Unmittelbar nach dem Heraus- 
treten ist das Stabchen unbeweglich, naeh Verlauf von 10 bis 15 Minuten 
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aber beginnt das spindelartige Stabchen sich sebr rasch zu bewegen 
und teilt sich bald darauf in zwei Zellen, deren Form einer Karzen- 
flamme gleicht (Taf. II, 10). Sie behalten weiterhin die Spindelform bei, 
die aber bei ihnen weniger scharf ausgepragt ist. Nach und nach erlangen 
solche Zellen die Gestalt der oben beschriebenen ZeUen, indem sie diinner 
werden und sich in die Lange strecken. 

Es konnen aber auch Abweichungen von der normalen Weise des 
Auskeimens vorkommen. Eine solche at 3 ^i 8 che Keimung diirfte als 
,,erschwerte“ Keimung gedeutet werden und ist anscheinend durch 
ungenugende GroBe der in der SporenhiiUe entstehenden Offnung 
bedingt. Dies erschwert das Heraustreten des Stabchens, das nicht, 
wie es gewohnlich der Fall ist, allmahlich, sondern auf einmal stattfindet. 
Es laBt sich verfolgen wie der Inhalt des Stabchens in dessen peripheren, 
aus der SporenhiiUe heraustretenden Teil heriiberflieBt ; infolgedessen 
hat die Zelle beim Verlassen der HuUe keiJartige Gestalt (Taf. II, 17). 
Anscheinend ist die IVlembran des Stabchens um diese Lebensperiode 
fein und elastisch genug dazu. Der langsame Verlauf des Auskeimens 
kann auch noch dazu fiihren, daB das freiwerdende Stabchen nur 
teil weise Beweglichkeit erlangt; es schlagt von Seite zu Seite, bis es 
sich von der Sporenhulle voUig befreit hat. 

Die aus der Spore hervorkeimenden Stabchen sind, wie es Schussnig 
nachgewiesen hat, von den fiir diese Art typischen vegetativen Zellen 
verschieden gestaltet. In den Untersuchungen des genannten Verfassers 
jedoch, die an B, caviae ausgefiihrt waren, war dies durch die bohnen- 
artige Form der Spore bedingt; das Stabchen behielt eine Zeitlang 
die Gestalt der Spore bei. Bei unserem Gr. 'pectinovorum dagegen ist 
die Spore oval, so daB bei zahlreichen Bakterienarten die ausgekeimten 
Zellen von den alteren Zellen nicht besonders stark unterschieden sind. 

Die obenbeschriebene Entwicklungsgeschichte der Flachsroste- 
bakterien ist als ,, nor male “ Entwicklung aufzufassen, da diese Phasen 
der individuellen Entwicklung vorherrschen : Umgestaltung des kleinen, 
feinen, durch Teilung sich vermehrenden Stabchens in ein groBeres, an 
einem Ende verdicktes Gebilde, Ausbildung einer Spore im verdickten 
Teil (Stadium der reifen Plektridien) und schlieBlich Befreiung der 
Spore — dies ist das Schema der ubiichen Entwicklung des besagten 
Mikroorganismus . 

Gehen wir nur zur Beschreibung der von uns an Qr, pectirhovorum 
beobachteten Vermehrungsweise liber, die von der ubiichen Teilung 
verschieden ist. 

Am Ende des verdickten Stabchens, das sich nicht mehr teilt und 
sich in dem der Sporenbildung vorangehenden Stadium befindet, 
entsteht eine kleine, nach und nach groBer werdende Knospe. Dieses 
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Gebilde kann sowohl bei Formen entstehen, die ihre regelm46ige, 
stabchenartige Gestalt noch beibehalten haben (Taf. II, 18, 19) wie 
auch in Stabchen mit boreits keulenartig verdicktem Ende (Taf. II, 20, 
21 , 22 ). 

Inmitten dieser Zellen ist eine Vakuole vorhanden. Die Knospen 
sind rundlich oder etwas oval, gewohnlich 0,3 bis 0,4 [jl, selten 0,8 bis 1,1 (x 
groB. Ihre Entstehungsweise, die in einer allmahlichen Vorstiilpimg 
der Hiille am Zellpole besteht, sowie die im Vergleich zum Querdurch- 
messer des Stabchens geringere KnospengroBe macht eine Verwechslung 
dieser Gebilde mit einer infolge einer unregelmaBigen Teilung des 
Stabchens entstandenen Zelle unmoglich. Bern Inhalt der Knospe 
kommt ein starkeres Lichtbrechungsvermogen zu als dem Zellplasma. 
Die Knospen entstehen in den Zellen in Einzahl; multiple Knospen- 
bildung ist uns nicht zu Gesicht gekommen, ebensowenig Auskeimen 
von Knospen an j ungen Zellen, die noch fahig sind, sich durch Teilung 
zu vermehren. Eine gewisse seitliche Vorlagerung der Knospt* ist das 
erste Zoichen der eintretendon Abtrennung der Knospe von der Mutter- 
zelle. Sic nimmt allmahlich eine gegeniiber der Stabchenachse immer 
schiefere Lage ein, schlieBlich reiBt sie ab und wird frei (Taf. II, 18). 
Von der Mutterzelle losgelost, vermehrt sie sich weder durch Teilung 
noch durch Knospung. Eine selbstandige Beweglichkeit kommt ihr 
nicht zu. Wir haben uns durch direkte Beobachtung verge wissern 
konnen, daB die Knospen, in das Nahrsubstrat gelangt, sich durch 
aUmahliche Streckung binnen 2 bis 3 Stunden in Stabchen unizu- 
gestalten vermogen (Taf. II, 18). Die Menge der knospcmliefeniden 
Zellen schwankt betrachtlich. Es kommt vor, daB sie sehr zahlreich 
sind; dann bekommt man bei starkorcT VergrdCerung im Gesichtsfeld 
drei bis fiinf knospentragende Zellen zu sehen. In anderen Fallen 
muBten wir sie suchen. Bei Bebrutung auf K/S kommen sie in 36 bis 
72 Stunden alten Kulturen vor. Je alter die Kultur, dcsto seltener 
werden die knospenden Zellen; Knospen sind jedoch auch in sechs- 
tagigen Kulturen angetroffen worden. Somit werden ZeUen, die an ihren 
Enden Knospen tragen, in Kulturen vorgef unden, in denen gl(‘ich- 
zeitig asporogene Stabchen, reife Plektridien und freie Sponm vor- 
kommen. 

Es gibt Zellen, in denen sich die der Sporonbildung oder Knospen- 
entstehung vurangefaenden Verandenmgen nicht abspielen. Diese 
werden dicker und verwandeln sich durch aUmahliche Streckung in 
lange, gerade oder gebogene Stabchen und Fadcn. Geschlangelte 
Formen kontien auch aus Zellketten entstehen, deren einzelne Glieder 
sich strecken und krummen. Dies aUes fuhrt zum Auftreten von un- 
beweglichen spiriUen- bzw. bogenformig oder anders, mitunter hochst 
Wunderlich gestalteten Formen (Taf. II, 23). Die Faden von groBerer 
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Lange bestehon aus Tnehreren Zellen; im ungefarbton Zustande aber 
sind die Scheidewande zwisch(‘n diesen schwer zu iinterscheiden. In 
geringerer Zahl werden diese Formen bereits in zweitagigen Knlturen 
angetrofb'n, am liaufigsten aber in 5 bis 6 Tage alten KuJturcn. In 
einen hangenden Tropfen gebracht, erleiden diese Fad(m keine Ver- 
anderimgcm; sie zerfallen nicht in einzelne Zellen und ergebcn auch 
k(dne SiK)ren oder Knospen. Beini weiteren Altern der Kultur werden 
die gescldangelten Formen immer seltener und lassen sich in 25- bis 
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90tagig(ui Kultunui gar nieht naehw(*isen. Anseheinend geh(‘n sie 
allrnahlieh zugrunde und fallen der Z(Tst6rung anheini. 

Somit st(dJen Zcdlteilung, Sporenbildung, Entstehung von Knospen 
und gesehlangelter Formen die (Irundvorgange dar, die mit eigenartigen 
mor])hologischen Veiandc'rungen der Zellen einhergehen, wie dies bei 
d(‘r Erforsehung d(T Entwieklung des Gr. peciinovorurti ermittelt worden 
ist. Die Entwieklungsgesehic’hte des Gr. poctinovorutn ist in Abb. 1 
sehimiatisch dargestellt. 

Im Laufe unserer, an l(‘b(‘nden Zellen angestellten Beobaehtungen 
ist uns Symjdasmabildung, Heraustreten von Gonidien oder Freiwerden 

31 ^ 
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solcher durch Aiiflosung oder Zerreifien der Zellmeinbran kein einziges 
Mai zu Gesiclit gekommen ; ebensowenig Bind Bilder beobachtet worden, 
die als cin Geschlechtsvorgang zu deuten waren. In gefarbten Praparaten 
wurden allerdings bald kleinere, bald grdfiere, der Zellmembran von 
auBen anhaftende Kornchen vorgef unden, die an Gonidien oder Exo- 
sporen erinnern. Da wir aber dies an ungefarbten Praparaten nicht 
gesehen haben. so achreiben wir diesen Beobachtungen keinen be- 
sonderen Wert bei. 

Versuche mif FiUration der Kulturen, 

Methode, Kolben von 1 Liter Inhalt mit 800 ccm K/S wurden mit 
einer aus einer einzelnen Spore geziichteten Or, 'pectinovorum-’KMltxxT be- 
impft und bei 35° bebiiitet. Kulturen verschiedenen Alters wurden durch 
Chamberland-KBTxe Lg imter sehr gerinpcem Unterdruck filtriert. Mit 
je 10 ccm des Filtrats wurden Kolben beimpft, die bis zu 900 com K/S 
enthielten. Es muXlie so viel Kulturfliissigkeit genommen werden, um die 
Wirkung der den Mikroorganismen entstammenden Stoffwechselprodukte, 
die mit den Filtraten zusammen eingefiihrt wurden, herabzusetzenh Die 
Kolben wurden in einen auf 35° eingestellten Thermostaten gehraoht und 
dort 25 bis 30 Tage gehalten. Die Kerzen wurden durch Filtration von 
B, prodig iosum-KuitxxTeii gepriift. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I angegeben. 


Tabelle I. 

Filtration der Gr, pectinovorum-l\\i\t\iren. 


Alter dor Kulturen j 

Zahl 

der Versuche 

1 

Zahl 

der positiven 
Ergebnisse 

Boginn des 

sichtbaren Wachstums 

24 Std 

7 

1 

am 3, Tage 

48 „ 

7 

0 

— 

72 „ 

6 

1 

am 2. Tage 

96 „ 

4 

1 

„ 3. „ 

6 bis 7 Tage 

4 

1 

« 3. „ 

11 bis 13 Tage 

6 

1 

, 2. „ 

Gesamtzahl der Versuche . . 
Zahl der positiven Ergebnisse 

34 

1 6 



Unter 34 Fallen ist also in 5 Fallen bei Impfung des Filtrats in 
K/S enthaltende Kolbenglaser Wachstum des Gr. perJinovorvm beob- 
achtet worden. Es laBt sich aus der Tabelle I ersehen, daB zwischen 


^ Da die filtrierbaren Formen materiel le Partikelchen darstellen, so 
suchten wir sie im Zentrifugat anzurcichern. Dies hatte uns den Versuch 
ermoglicht, die Entwicklung der filtrierbaren Formen im hangenden Tropfon 
zu verfolgen* Zu diesem Zwecke zentrifugierten wir das Filtrat, saugten 
fast den ganZen Inhalt des Reagensglases ab und wiederholten die Zentrifu- 
gierung nach Zugabe einer neuen Portion des Filtrats. Diese Versuche 
sind miBgliiokt: nach dreimaliger Wiederholimg des beschriebenen Ver- 
fahrens erwies wh das Filtrat durch fremde Mikroorganismen infiziert. 
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dem Alter der Kultur imd dem Vorfinden filtrierbarer Formen kein 
Zusammenhang besteht. Diese werden sowohl in jungen wie in alten 
Kulturen getroffen. Wachstum trat in den Kolben mit gejmpftem 
Filtrat am zweiten bis dritten Tage nach Impfung ein. Wir haben nie 
Wachstumsbeginn nach einem langeren Verbleiben der filtrierbaren 
Formen im Kahrboden beobachten konnen. In den allerersten Stadien 
des sichtbaren Waehstums lieBen sich miter dem Mikroskop tvpische 
Gr. pec<i?w?vori^m-Stabchen nachweisen. Im weiteren unterlagen diese 
samtlich den oben beschriebenen morphologischen Veranderungen. 
Audi bei Oberim] if ungen waren diese Kulturen in nichts vom Ausgangs- 
stamm verschieden. 

Beataiidigkelt gege'nuber hohen Timperaiurev , 

Mefhode. Zur Bestimrnung der Thermostabilitat der vegetativeii Zelleii 
verwendeten wir achtstiindige Kulturen auf K/S bei 35®; 0,5 crm dieser 
Kultur wurden zu 5 ccm sterilem Leitungswasser zugegeben, und diese 
Zollaiffschwemmiuig wiii'do zu je 1 ccm in Reagensglaser gegossen. Diese 
wurden in Wasser von verschiedener Temperatur gestellt und darin eine 
bestimmte Zeit gehalten. Die erhitzten Reagensglaser wurden rasch gekiihlt 
und mit ihrem Inlialt K/S Reagensglaser beimpft. Die Ergebnisse dieser 
Versuche sind in Tabelle II dargestellt. 


Tabelle II. 


Thermost abi 

itat ( 

ler vegetativeii Zellen des Gr. 

pert in 01 ^ 0 rum. 

Daiicr 



Temporal ur 


dos Erhitzeiis 

450 

1 480 5()i) 

530 1 550 I .580 

600 1 Kontrolle 


1 , -r 

+ 

_ ^ 


5 Mimiteii 


"T "f 


' + 


I + 

1 

+ - 

— — “ 

- -f 

10 Minuten 

1 t 

+ - 



t 


1 + 

— 

— — 1 _ 

- + 


Alls den Angaben d(T Tabelle II ist zu ersehen, daB samtliche 
vegetativeii Z(‘llen bei 53® binnen 5 Minuten und bei 50® binnen 10 Mi- 
nuten zugrunde gehen. Die Thermostabilitat der jungen (achtstiindigen) 
Kulturen entstammenden Zellen wurde deshalb untersucht, weil die 
Widerstandsfahigkeit 18 bis 22 Stunden alter Kulturen hoheren Tem- 
peraturen gegeniiber sehr stark schwankte. Dies muB wohl von der 
Anwesenheit einzelner S])oren (Prosporen) in den Kulturen und vielleicht 
auch von resistentcu’en Knospen herriihren. 

Zur Erforschung der Thermostabilitat der reifen, alten (10 bis- 
12tagigen) Kulturen entstammenden Sporen machten wir von der 
oben liesrhriebenen Methode Gebrauch. Das Vermogen, eine Tern- 
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peratur von 100® auszuhalten, wurde diirch Kochen einer wasserigen 
Aufschwemmung der Sporen bestimmt. Wir fiihren in Tabelle III die 
ermittelten Befunde an. 

Tabelle III. 


Thermofltabilitat der reifen Gr, pectinovorum-^'poren. 


Daner des Erhitzeiis 

Tem peratur | 

1 Kontrolle 

1 

850 


1000 


1 Minute 

+ 

-} 

-f- 


-f 

+ 

r 

3 Minuten . . . 



-f 

— 


- 

>4- 

5 „ . . . 

+ 

— 

+ 

— 

— 

— 


7 „ 


— 

+ 

— 

- 

— 

f- 

10 „ . 

- 

— 

— i 



1 

-f 


In Anbetracht dessen, daB eine Tempcratur von 85® biimen 10 Mi- 
nuten die Sporen abtotet, wahrend bei 100® dieses binnen 3 Minuten 
geschieht, darf Gr. pectinomriim nicht zii den thermoresisk'nten sporen- 
bildenden Bakterien gcrechnet werden. 

(. Uftologische Untersnch uiigen . 

Wir haben in diesen Untersuchungen zwei Zielo verfolgt, namlich : 
Erforschung der Veranderungen, die im Ban der Bakterienzfdle wahrend 
der verschiedenen Phasen ihrer individuellen Entwicklung eintreten, 
und ferner Vergleiche der also ermittelten Befunde mit den Ergebniss(m 
der an lebenden Zellen ausgefiihrten Beobachtungen. 

Methode. Das Material entnahmoii wir Kiilturen verschiedenen Alters 
und auch solchon, die im Hangetropfen ])ebrutet waren. Die Fixierun^jj 
der Ausstriche erfolgte mit Essigsaure- oder Osmiumsauredampfon, oder 
es warden dazu die Eixierung.sflQHsigkeiten nach Nawaschui odor JjaiJdovfihy 
henutzt. Die Praparate warden gefarbt mit Eisenhamatoxylin nach Ehrlich^ 
Carbolfuchsin, Methylenblaa nach Giemm and mit Mothylgriin. 

Eiir die sogenannte Vitalfarbung wurde wasserige Neutralrotlosung 
in Konzentrationen von 1 : 100000 bis 1 : 5000 verwendot. Die Heaktion 
auf Granulose wurde mit Lugollosung and 1 %igem Jodalkohol ausgefuhrt. 
Neben der Farbung fixierter Praparate vorwendeten wir aiich noch pro- 
gressive Farbung. Diese besteht darin, daB der Farbstoff oder das Reagens 
imter das Deckglas in kleiner Menge mit einer Pi])ette eingefiihrt wird. 
Die Farbung erfolgt allmahlich, was gewisse Vorteile bietet. Die OeiBeln 
warden nach Ldfjler (Modifikation nach A, Meyer, ohne Erhitzen) imd auch 
nach Benignetti gefarbt. Da ein Vergleich der Ergebnisse der Farbung mit 
„Kernfarbstoffen “ mit der Reaktion auf Nucleins^uren vom Typus dor 
Thymonucleinsaure nach Feulgen von Interesse war, haben wir Unter- 
suchungen mit fuchsinschwefliger Saure angestellt. Wir verwendeten 
dabei folgeride Methode: mit Dampfen von Essig- bzw. Osmiumsaure 
fixierte Praparate warden 48 Stunden in 96®igem Alkohol gebracht. Die 
Hydrolyse wurde mit n/10 HCl bei 60® wahrend 6 bis 7 Minuten vorge- 
Hommen. Die aus der erhitzten Salzsaure herausgenommenen Praparate 
warden 2 bis 3 Minuten in eine kalte n/10 HCl-Ldsung und daraufhin 
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3,5 Stunden in fuchsinschweflige Losung gebracht. Die spatere Spiilung 
mit S Og-haltigem Wasser wurde aufeinanderfolgend in drei Kiivetten 
ausgefiihrt; in jeder von dieaen wurde das Praparat 6 bis 7 Minuten lang 
gehalten. Um der m6glichen Spaltung der fuchsinschwefligen Saure vor- 
zubengen, war die Abschlufispulimg im Wasser sehr kurz ~ 1 bis 2 Minuten. 
Dann wurden die Praparate entweder abgetrocknet und unmittelbar daranf 
untersucht, oder sie wnnien durch Alkoholreihe und Xylol sefiihrt und in 
Kanadabalsam eingeschlosscn. Als Kontrolle dienten uns Praparate, die 
Hydrolyse nicht erfahren batten, im iibrigen aber in derselVjen Weise be- 
ar beitet worden waren. 

Der erhaltene Farbton wurde mit dem Farbton des SaccharomyccH 
cr re? Kernes {Jiorhhnn) verglichen. Wir vermieden es, in unseren 
Untersuehuujjen Nachfarbung anzuwenden, da infolge von Nachfarbung 
das Bild weniger Einzelbeiten zeigen konnte. 

B(‘Kondore Aufmerksamkeit wurde der (%romatinverteiJung in den 
verschiedenen 8tadien der Stabchenentwicklung geschenkt. Bei Eisen- 
hamatoxylinfarbung werden in jungeren Stabchen zwei an den Polen 
gelagoftc' Kdmchen sowie die feine Kornelung gefarbt, die vorwiegend 
im mittleren Drittc*! der Bakterienzelle gelagert ist (Taf. Ill, 1). Eine 
(lerartige Verteilung des Chromatins hat vieles gemeinsam mit den 
von (hiilliormond bei Bakterien festgestellten Strukturen. Parallel 
mit der 8tieckung des Stabehens geht Ansammlung der feinen Kornelung 
zu einem linsenfdrmigen Gebilde einher, das inmitten der Zelle zu liegen 
konmit und fast (*benso breit wie der Querdurchmesser der Zelle ht 
(Taf. Ill, la). Dieses G<‘bilde nimmt spater Aehterform an ; die Membran 
des Bakteriums zi(*ht sieh an der der Zerschnurung des Chromatin- 
kernes entsprechenden Stelle ein, die Zelle wird also in zwei Toehter- 
zellen geteilt, von d(uien jede zwei Polarkornchen enthalt. In den 
8tabchen, die ihre Teilung eingesteUt haben, und die sich vor der Sporen- 
bildung befinden, wird eines der an den Zellend(m gelagerten Korner 
gioBer, erlangt (*ine ovale Form und beginnt, intensivcT Far be auf- 
zunehmen. Dies eifolgt noch vor dem Auftreten einer terminalen An- 
schwellung des Stabehens, die fiii* Zellen bezeichnend ist, welche sich 
zur 8porenbildung anschieken. Das ira entgegengesetzten Zellend(» 
gelagiTte Chromatinkornchen farbt sieh schwacher und kommt ins 
mittlere Drittel der Zelle zu liegen. Dabei verschmelzen die feinen 
Kornchen zu ein bis zwei groBeren, in der Mitte der Zelle liegenden 
rundli(*hen Korperehen, deren Farbungsintensitat der des vergroBerten 
polargelagerten Kornchens nachsteht. Also bestehen in der Zelle im 
Anfangsstadium der Sporenbildung ein ovales polar gelagertes, intensiv 
sich farbendes Kornchen und zwei bis drei blasser sich farbende kugel- 
artige Gebilde im mittleren Zelldrittel (Taf. Ill, 2). Daraufhin findet 
Verschmelzen der zwei bis drei Kornchen in eine gemeinsame Masse 
statt, die eine ovale Form erlangt und die ganze Breite der Zelle ein- 
nimmt (Taf. HI, 3). 
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Erklarung zu Tafel IJJ. 

1. Chromatinkomchen in Jnni^en Zelien des Gr pecttnoioiuui , a grolios, (lurch Ver- 
schmelzen kleineror Kdrncbeii eutstchendos Chiomatinkorporehen 

2. Bildung groBer Chromatinkomchen und GroBerworden des Polkornehens. 

8. Beginn der Prosporeubildung. Die Chromatinkomchen riickon aneinander heran und 
verschmelzen zu einer schwHcher sich fttibenden Masse, die in der Mitto der Zelle gelagcrt ist. 
Am Ende einer jeden Zelle beflndct sich eine Prospore 

4. bis 10. AllmUhliches GroBcrwerdon dei Piosporo, queigelagorte Cbiomatinzonen als 
Clitella. 

11. bis 14. Stftbchen mit reifen Sporon und chromophilen Zonen. 

15. GroBes Chromatinkomchen in Zellon, die aus Sporen ausgekoimt sind. 

16. Teilung des Chromatinkorperchens In den aus Sporen ontstandenen Zellen, die dei 
Zellteilung \orangeht. 

17. bis 20. Zellen mit Faibe aufnehmenden Knospen und chromophilen Zonen. 

21. bis 28. Pro&poren, Clitella, Chromatinkhrnchon und Knospen Reaktion). 

29. .lunge Zellen, die Granule seieakt ion nieht aufwoiseii 

30. bis 32. Anfangsstadien der Qranuloseablagerung in den Zellen > . 

33. bis 84. Spttter auftretende groBere Granulosekdrnchcn. 

85. Endstandlge Kuospe, in der Granulose niebt onthaltcri ist Die Zelle ist diffus 
gefJlrbt. 

36. Reaktion auf Granulose in reifen Plektridien Sporen und Yakuole woisen koine 
Granulose auf. 

37. Kleine Granulosekoinchen in den Zellresten, die als Anhttngsel an der Spore haften. 

38. Perltrlch verteilte GeiBeln junger Zellen. 


' Die Granulose 1st schwarz gohalten, da \on einei failngen ^\ledergabo (blau) ab 
gesehen wurde 


Kurze Zeit nach Verschmelzen der Kdrncheii treten in gefarbten 
Praparaten die Konturen der Vakuole hervor, deren Inhalt als dunkel 
gefarbter Streifen auftritt. Dieses ,,Clitellum“ ist senkreeht zur Stab- 

ehenachse gelagert ; es nimmt den 
ganzen Qiierdiirchmesser der 
Zelle ein, Jafit sich mit ver- 
Hchiedenen Farben intensiv far- 
ben, ergibt keine Reaktion auf 
Fett und (granulose und laBt 
Rich in den Vakuolen der l(‘ben- 
den Bakterien nicht nachweisen. 
Fs ist gewohnlich in Einzahl vor- 
handen und im mittleren Teile 
der Zelle gelagert (Taf. Ill, 4 
bis 13, Abb. 2, 3). IMitunter be- 
finden sich die ,,(;iitella“ aller- 
dings nicht in der Mitte des Stab- 
chens, sondern sind eher end- 
standig. Ausnahmsweise kdnnen 
in sehr stark gestreckten Stabchen zwei bis drei ,,(;litella“ (Taf. Ill, 14) 
vorhanden seiia. Diese Gebilde haben groBe Ahnlichkeit mit der 
„bando“, wie sie von Thomas fiir Bac. Calmettei beschrieben 
worden ist. Wir kommen noch im weiteren darauf zuruck; einst- 
weilen woUen wir die Vermutung Thomas^ beziiglich der Mit- 





Abb. 2. 
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beteiligung besagter Gebilde an der Sporenbildung besprechen. Der 
gonannte Verfasser schreibt folgcndes: ,, Pendant cette evolution, les 
zones chromophiles deviennent de moins cn moins importantes comme 
si elles se vidaient au profit de la spore/' In Anbetraclit dessen haben 
wir besondero Aufmerksamkeit 
den Dimensionen der „ClitelJa“in 
vcrschiedencn Stadiender Sporen- 
bildung geschenkt. Wie bereits 
erwahnt, ist die Lange der Clitella 
dem Querdurchmesser der Zelle 
gleich, wahrend ihre Breite ver- 
schiedcn ist und zwischen 0,2 und 
0,4 (jL schwankt. Diese Schwan- 
kungen lassen sich bei unsereni 
Objekte (Gr. pectinovorum) je- 
doch nicht mit der Sporenbil- 
dung in Beziehung bringen, zu- 
mal des dfteren die Stabchen. 
die eine vdllig reife Spore ent- 
halten, ein ditellum fuhren, das 
(Taf. Ill, 11 bis 14, Abb. 2) ebenso 
in den allerersten Stadien der Sporenbildung (Tat. Ill, 4 bis 7). 

Woraus bestehen diese ,,Clittdla“ ? Es kann sich nur um Chromatin 
und Metachromatin handeJn, zumal es nicht gelungen ist Fett, Glykogen 
Oder (^ranulose in ihneu aufzufinden. Zwecks Klarung dieser Prage 
wurd(* (*ine wasserigc^ Aufschwemmung der Zellen 10 Minuten lang 
gekocht. Bei nachfolgender Behandlung mit Eisenhamatoxylin farbten 
sich die Clitella wie gewohnlich; ihre Dimensionen hatten sich nicht 
vorringcTt. Jn mit Methylenblau gefarbten Praparaten entfarbten sich 
die Clitella bei nachfolgender Behandlung mit 1 %iger Schwefelsaure 
sehr rasch, wogegen sie bei Einwirkung einer 5%igen Sodalosung ihre 
Farbung behielten. Bei Anwendung der sogenannten Vitalfarbung mit 
einer 1 : 10000 Neutralrotlosung konnten wir eine Ausfallung einzelner 
Metachromatinkorner in den Vakuolen, wie dies in den Vakuolen der 
Hefen und im Mycel andiTcr Pilze geschieht, nicht beobachten. Neutral- 
rot fuhrt erst nach langerer Einwirkung zur Farbung der ,, Clitella", 
namlich dann, wenn die toxische Wirkung des Farbstoffes eintritt und 
die Zelle im Absterben ist. Gewohnlich aber vermag das im Solzustande 
in don Vakuolen enthaltene Metachromatin leicht in den Gelzustand 
uberzugehen, und es kommt auch ofters vor, dafi es in Komerform in 
den Vakuolen auch ohne Anwendung von „ Vitalfarbung" auftritt. 
Diese Ergebnisse, sowie die Untersuchungen, die mit Anwendung 
von Feulgen^ Reaktion unternommen wurden. und von denen weiter 
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die Rede sein wird, gestatten es, die Clitella als chromophile, aus 
Chromatin bestehende Gebilde zu deuton. 

Kehren wir nun zur Sporenbildung zuriick. Wie bereits erwahnt, 
wird das ovale Kdrnchen, das im Stabchen endstandig liegt, allmahJich 
groBer. Wenn os seine maximale Grofle erreicht hat, ist es von langlich- 
ovaler Form (Taf. Ill, 4 bis 10). Darauf nimmt die Lange der Prospore 
ab, der Querdurchmosser wii-d etwas groBer, die Fahigkeit, Farbo auf- 
zunehmen, wird geringer. Mit Ausbildung der Hiille und vdlligem Ein- 
biiBen der Farbbarkeit wird die Sporenbildung abgeschlossen (Taf. Ill, 
11 bis 14). Bisweilen sind die Sporen von einem Ring von Cytoplasma, 
das intensiver Farbe aufnimmt, umgeben. Kdrnchen haben sich in 
den reifen Sporen bei der Farbung nicht nachweisen lassen. In den 
wachsenden Sporen bekommt man manchmal ein Kdrnchen zu sehen ; 
es weist schwache Farbung auf und tritt darum nicht immer klar hervor. 
Im jimgon, der Spore entschliipften, spindelfdrmigen Stabchen liegt 
ein klar hervortretendes rundliches Gebilde von 0,4 [ji l)urchmess(*r 
(Taf. Ill, 15). Der Teilung des Stabchens geht Teilung dieses Gebildes 
voraus, in j ungen Stabchen ist je ein halbkugelfdrmig(\s oder ovales 
Kdrnc'hen enthalten, das der entstandenen Scheidewand beinahe fest 
aniiegt (Taf. Ill, 16). 

Bei Erforschung d(\s Baues von Gr, pectinovorum ist d(ui knospen- 
bildenden Zellen besondere Aufraerksamk(*it geschenkt woidcm. In 
gefarbton IVaparaten wie auch bc*im Beobachti'n im lebenden Zu- 
stande werden Knospen nicht an j ungen, sondern an altei en (gestreckkm 
und verdickten) Z('llen vorgefunden. Bei diesen ist die Chromatin- 
substanz an zwei Punkten konzentriert : am Ende des Stabchens, wo 
sie als ovales Kdrnchen auftritt, und ferner im Zentrum der Zelle, wo 
sie eine Anhaufung bildet, die das Bild der oben beschriebenen ,,(1it(‘lla“ 
(Taf. Ill, 17 bis 20) ergibt. Mithin haben die Umgestaltung d(*r auBeren 
Form des Stabchens und die Verteilung des (chromatins in ihm 
sowohl in den Zellen, die spater Knospen li(d“ern, wie auch in den sporen- 
bildenden Zellen gleichartigen Verlauf. Ist in der Zelie Ausbildung d(\s 
Polkdrnchens und der ,,Clitella“ erfolgt, so kann der weitere Vorgang 
in zwei Richtungen verlaufen: es find(*t Sporenbildung statt, oder es 
kann zum Entstehen von Knospen kommen. Im ersten Falle wird das 
in der Zelle terminal gelagerte sporogene Kornchen allmahlich groBer, 
das Stabchen nimmt die typische ,,keulenf6rmige“ Gestalt an, es wird 
eine Prospore und im weiteren ein reifes Plektridium gebildet. Jm 
zweiten Falle stiilpt das Polarkdrnchen die Membran hervor und bildet 
eine Knospe'. Auf Praparaten, die mit Eisenhamatoxylin gefarbt wurden, 
sind die Knospen oval oder rundlich; in verschiedemm Stadien der 
Knospung (Taf. Ill, 17 bis 2, Abb. 2, 3) verhalten sie sich der Mutter- 
zelle gegeniibor hochst eigenartig. 
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Die Knospen ergeben keine Reaktion auf Granulose und Fett. 
Die gute Firbbarkeit der Knospen spricht anscheinend dafiir, dafi 
diesen Oebilden eine besondere Membran fehlt. Bei Anwendung der 
oben beschriebenen Methode der Fett/^en-Beaktion auf Nucleinsaure 
vom Typus der Tbymonucleinsaure haben wir feststellen koimen, dafi 
sie positiy ausfallt, und daB ihr diffuser Charakter zukommt. GroBere 
Zellanh&ufungen werden in einem violetten, leicht ins Botlicbe schlagenden 
Ton gef4rbt| der schon mit bloBem Auge zu erkennen ist. Junge, einzeln 
gelagerte Zellen nehmen diffuse, und zwar sehr schwache, Farbung an. 
Bei alteren Formon, die tTbergangsformen zur Sporenbildung (bzw. 
Knospenbildung) darstellen, wird ebenfalls die ganze Zelle durchfaxbt, 
m. a. W, es lassen sich sowohl das Plasma wie auch die Kdmelung 
nach Feulgen farben. Die Kornchen werden jedoch stets starker als 
das Plasma gefarbt und nehmen dabei einen violetten Farbton an 
(Taf. Ill, 21). In den Stabchen, die ein polar gelagertes Kornchen 
besitzen, zeigt dieses deutlich positive Reaktion. Zusammen mit dem 
GroBerwerden des polar gelagerten Kornchens laBt sich das Cytoplasma 
der Zelle immer schwacher farben (Taf. Ill, 22), und zur Zeit der Aus- 
bildung des „Clitellum‘', das immer eine positive Fei^Zgew-Reaktion 
aufweist, farbt sich das Protoplasma fast gar nicht mehr (Taf. Ill, 

23 bis 25). Ohne Hydrolyse fiel die Reaktion immer negativ aus, was 
einCrseits die Richtigkeit des Verlaufs der Reaktionen, die dieser 
Methode zugrimde liegen, bestatigt und andererseits die Moglichkeit 
iirtiimlicher von der nachfolgenden Behandlung abhangender Befunde 
ausschlieBt. 

In der aus dem Polkornchen entstandenen Prospore laBt sich 
lediglich der Zentralteil in Gestalt eines Kornchens farben, wobei die 
Form des Kornchens der Konfiguration der Prospore entspricht (Taf. Ill, 

24 bis 25). Eine vollig reife Spore zeigt negative Reaktion. Durch 
Behandlung der Sporen mit Pikrinsaure oder durch starkeres Erhitzen 
(15Minuten auf 170®) vcrsuchten wir die Sporenhtille fiir fuchsin- 
schweflige Saure permoabel zu machen; jedoch blieb der Sporeninhalt 
auch bei derartiger Behandlung ungefarbt. In der Knospe nimmt 
das Kornchen einen violetten Ton an und weist dabei geringere GroBe 
auf als bei Hamatoxylinfarbung (Taf. Ill, 26 bis 28). 

Vergleicht man die GroBe der Chromatinkomchen der Prospore, 
wie sie bei Eisenhamatoxylinfarbung auftreten, mit der denselben 
Gebilden bei Anwendung der Feulgen-lBjeBiktion zukommenden GroBe, 
so erweisen sich diese Gebilde im zweiten Falle als kleiner. Dies diirfte 
nicht allein durch Schwellung des Kdrnchens bei Eisenhamatoxylin- 
farbung bedingt sein. Zvir Klarung dieser Frage haben wir unsere 
Untersuchungen auf andere sporenbildende Bakterien ausgedehnt. 

Arohlv fftr Mlkroblologie. Bd. 5. 32 
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Eine der Besonderheiten des von uns untersucbten Mikroorganismud 
besteht darin, dafi er Granulose enthalt, die bei Behandlimg mit Jod 
Blaufarbung ergibt. Durch Ausfiihren der Beaktion an nichtfixierten 
und an fixierten Praparaten haben wir die Veranderungen wahrend 
der Entwicklung des Or. pectinovorum verfolgen kdnnen. Junge Zellen 
ergeben niemals eine Reaktion (Taf. Ill, 29). Speicherung der Granu- 
lose stellt sich erst ein, wenn die Stabchen sich anschicken, langer 
und dicker zu werden. Sie tritt in Gestalt blaulich grauer Kom- 
chen verschiedener Grofie auf, die in der Zelle zerstreut liegen (Taf. Ill, 
30 bis 32)1. Die Kornchen werden aUmahlich groBer; sie konnen mit- 
einander verschmelzen ; dann wird das entsprechende Segment der 
Zelle vollig gefarbt (Taf. Ill, 33 bis 34). Aber selbst bei den Zellen mit 
etwas aufgeblasenom Ende, was auf Beginn der Sporenbildung hinweist, 
ist meistens keine homogene Farbung der gesamten Zelle vorhanden. 
Nur im Stadium der typischen Plektridien wird fast die ganze Zelle 
gefarbt. Wir sagen „fast“, weil die Prospore und Spore sowie auch 
die in der Mitte der Zelle sich befindenden „Clitella“ nie eine 
Reaktion auf Granulose ergeben (Taf. Ill, 36). Das ungefarbt bleibende, 
dem ,,Clitellum‘‘ entsprechende, helle Gebiet nimmt immer die ganze 
Breite der Zelle ein (Taf. Ill, 35, 36). Auch die im Stabchen terminal 
entstehenden Knospen enthalten keine Granulose (Taf. Ill, 35). In 
den beim Freiwerden der Spore der Autolyse anheimfallenden Zellen 
lassen sich einzelne mit Jod farbbare Kornchen nachweisen (Taf. Ill, 37). 

Ziemlich oft nahmen die Zellen des Or. 'pectinovorum bei Farbung 
nicht einen blaulich grauen, sondern einen braunen Ton an, es trat 
also die fiir Glykogen typische Reaktion ein. Wir wissen nicht, wie 
diese Erscheinung zu deuten ist, da sie in Kulturen beobachtet wurde, 
die unter den gleichen Bedingungen und auf gleichem Nahrboden 
geziichtet waren. 

Metachromatin wurde als kleines Kornchen, jedoch bei weitem 
nicht in jeder Zelle, vorgefunden. Reaktionen auf Fett zeigten, daB 
dieses in don Zellen in sehr geringen Mengen vorhanden ist. Der Um- 
stand, daB die Stabchen des Or. pectinovorum arm an solchen Stoffen 
wie Fett und Metachromatin sind, diirfte wohl mit dem bedeutenden 
Reichtum der Zellen an Granulose zusammenhangon, die den Haupt- 
reservenahrstoff darzustellen schoint. 

Die GeiBelfarbung hat ergeben, daB Or. pectino'vorum peritrich 
begeiBolt ist; dies lieB die Beobachtung der Bewegung der Bakterien 
im Hangetropfen vermuten. Die GeiBeln sind nicht zahlreich; sie er- 
reichen eine Lange von 6 bis 7 jx, sind iiber die ganze 25elloberflache 


’ ^ Vgl. die Anwendung auf S. 464. 
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zerstreut und werden nur bei jungen Formen vorgefunden (Taf. II, 38), 
Bei den ein sporogenes Komchen fuhrenden Stabchen lassen sich 
QeiBeln nicht nachweisen. 

Einflup der Stoffwechaelprodukte auj die Morphologie der Zelle, 

Nachdem wir die „normalo“ Morphologie der ZeUen des Or. pectino^ 
vorum auf den von uns gewahlten Nahrboden untersucht batten, suchten 
wir die Fahigkeit dieser Formen ziu* Modifikation unter dem Einflufi 
gewisser Faktoren zu erforschen. Es war dabei von Interesse, die durch 
die Einwirkung eigener Umsetzungsprodukte bewirkten Veranderungen 
zu verfolgen. Solche Stoffe konnen, wie es Nadson und Adamotvitsch 
erwiesen haben, bedeutende Veranderungen in den morphologischen 
und kultureUen Eigenschaften der Baktcrien bewirken. Wir vermuteten, 
daB die Klarlegung des Autointoxikationseffektes uns zu der Deutung 
des Auftretens gewisser, in alteren Kulturen vorkommender Formen 
verhelfen wurde. Wir fiihren hier die Untersuchungsmethode an. 

Kolben mit K/S warden mit Or. pectinovorum beimpft und im Thermo - 
Staten bei 36® 8 bis 1 1 Tage lang bebriitet. Dann wurde der Kolbeninhalt 
durch Chamberland-'K.eTT.e Lg filtriert und das Filtrat in vei*schiedenen 
Mengen in K/S enthaltende Reagonsglaser gebracht. Das Filtrat war 
ganz klar; sein pn betrug 5,G bis 5,8. Es warden die Zeit des Beginns der 
Garung in den mit Or. pectinovortim beimpften Reagensglasem registriert 
und die Formverandorungen der in Entwickhmg begiiffenen Baktcrien 
beobachtet. 

Eine Zugabe von 3 bzw. 5 com des Filtrats zu 10 com K/S bewirkt 
ein im Vergleich zur Kontrolle um 15 bis 25 Stunden spateres Eintreten 
der Garung, beoinfluBt aber in keiner Weise die Morphologie der Stab- 
chen, die in iiblicher Weise alle Etappen ihrer Entwicklung durch- 
machen. 

GroBere Mengen des Filtrate (10 ccm auf 5 ccm K/S) fuhren zu 
einer noch erhebliclieren Hemmung der Garung, und es treten dabei 
verschieden stark gekriimmte Stabchen auf, die den in alten Kulturen 
vorgefundenen Formen gleichen. Vorwiegend kommen gekriimmte 
Plektridien vor, aber auch gekriimmte Faden und Zellenketten werden 
gleichzeitig angetroffen. 

Bei Hinzufugen von 9 ccm des Filtrats in ein Reagensglas, das 
Kartoffelstiickchen mit 1 ccm einer 1 %igen Glucoselosung enthielt, 
beobachteten wir gleichzeitiges Auftreten von gekriimmten Formen 
und groBen Plektridien, die 0,9 — 1,1 X 16 — 25 p. maBen (Taf. II, 24). 

Ein derartiges, in gewohnlichen Kulturen seltenes Auftreten von 
„Gigantismus“ hangt anscheinend von einer pathologischen Stimu- 
lierung ab, welche durch auf Bakterien toxisch wirkende Stoffwechsel- 
produkte hervorgerufen wird. Auch PhiKppow hatte bei Versuchen 

82 * 
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an Phycomycea nitena unter dem EinfluB von Stoffwechselprodukten 
das Auftreten von Formen festgestellt, die grdfler als gewdhnlich 
waren. 

Beimpfung des Filtrate, dem sterilisierte Kartoffelstiickchen (ohne 
Glucoselosung) zugegeben worden sind, mit Or, pectinovorum ergibt 
sebr sparliches Warchstum. Die Zellen treten in unbedeutender Menge 
auf. Im Filtrat ohne jede Zugabe fand gar kein Wachstum statt. Da 
wir nicht mit einzelnen im Filtrat vorkommenden chemischen Korn- 
ponenten, sondem mit deren Gesamtheit arbeiteten, so sind wir nicht 
imstande zu sagen, welche unter den Stoffen, die das Filter passiert 
haben, diese Wirkung hervorbrachten. JedenfaUs kommt diese BoUe 
nicht den fllichtigen Verbindungon zu, da ein 10 Minuten lang gekochtes 
Filtrat gleiche Wirkung hat. 

Oemeinsames Kultioieren von Qr, pectinovorum 
mvt anderen Bahterien, 

In diesen Versuchen verfolgten wir die Veranderungen von Zellen 
des Or, pectinovorum, wenn das Bakterium zusammen mit anderen 
Mikroorganismen wuchs. Dann wurden gleichzeitig K/S enthaltende 
Reagensglaser mit Or, pectinovorum und Bac, rmaentericua var. ruber 
beimpft. Das Wachstum des Or. pectinovorum wurde dabei nicht ge- 
hemmt, Garung trat wie gewdhnlich ein, aber die Form der Zelle erfuhr 
gewisse Veranderungen. Im groBen und ganzen lieBen sich diese darauf 
zuruckflihren, daB an einem Ende der Zelle zu Beginn dor Sporen- 
bildung an Stelle der ublichen „keulenfdrmigen“ Vcrdickung kugel- 
Oder zitronenartige Anschwellungen auftraten, die im Durchmesser 
eine GrdBc von 2,5 bis 3,4 [x orreichten (Taf. II, 25). Das Stabchen 
selbst, an dessen Ende eine derartige Anschwellung entstand, war 
kiirzer und diinner, als es gewdhnlich der Fall ist. Gleichzeitig mit 
diesen Formen lioBen sich in den Kulturen Stabchen nachweisen, die 
in der Mitte eine Einschnurung oder umgekehrt eine Anschwellung 
besaBen, und daneben traten noch deformiorte kurze Stabchen auf 
(Taf. II, 25). Ein Auftreten dieser atjrpischen Formen wurde immer 
in 24 Stunden alten Kulturen bei gemeinsamem Bebriiten mit Bac, 
meaentericua beobachtet. Die Zellen des letztgenannten vermehrten 
sich stark imd behielten dabei ihre iibliche Form bei. Im iibrigen ver- 
liefen bei Or, pectinovorum Sporenbildung und Entstehen von Knospen 
in gewdhnlicher Weise. Es sei vermerkt, daB durch eigene Stoffwechsel- 
produkte eine derartige terminale Anschwellung nicht hervorgerufen 
wird. Durch gemeinsames Kultivieren von Or. pectinovorum mit Bact. 
fhtoraacena ligucfaciena sind weder Entwicklung noch Morphologic 
der Or, pectinovorum-ZeUen beeinfluBt worden. 
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Deutung der Befunde, 

Die ausgefuhrten Untersuchungen haben erwiesen, daB die Or. 
pectinovorum-Zellen nicht allein durch Querteilung, sondem aucb durch 
Knospung sioh vennehren konnen. Knospenbildung wird an &lteren 
Zellen beobachtet, die bereits das Vermogen, sich durch Teilung zu 
vennehren, eingebuBt haben. Die cytologischen Untersuchungen haben 
erwiesen, daB die Knospen durch Ileraustreten des in der 2felle polar 
gelagerten Chromatinkomchens gebildet werden, welches in den Anfangs- 
stadien der Sporenbildung sichtbar ist. Die Knospe entsteht aus dem 
Komchen, das dabei die Membran hervorstiilpt und sich spater von 
der Mutterzelle loslost. Der Mechanismus der Entstehung und die 
polare Lagerung der Knospen sowie auch die voUige Analogic der 
morphologischen, dem Auftreten von Knospen bzw. Sporen voran- 
gehenden Veranderungen gestatten, die Sporen- und Knospenbildung 
in Parallele zueinander zu stellen. In einer bestimmten Phase der 
Entwicklung sind die Zellen imstande, die kleine Sporenanlage, die in 
den meisten Zellen zu einer Spore wird, zu „entfemen“. Diese Er- 
scheinung besitzt wohl den Charakter einer Anpassung und widerspricht 
nicht der Vorstellung, die Bakterien seien Wesen, deren Entwicklung 
kompliziert und vielfaltig ist. Gegenwartig vermogen wir nur die Ver- 
mutung auszusprechen, daB Sporenbildung eine voUkommenere An- 
passimg darstellt als Ausbildung von Knospen, und daB diese der 
Sporenbildung vorangegangen ist. Es darf gewiB auch die Mdglichkeit 
nicht auBer acht gelassen werden, daB bei verschiedenen Bakterien die 
reproduktiven Gebilde verschiedenartig sein konnen oder nur bei der 
einen Form und nicht bei anderen vorkommen. Augenscheinlich darf 
ein einheitUches Schema fiir die Entwicklungsgeschichte samtlicher 
Bakterien nicht aufgestellt werden. 

Die ausgebildeten und frei gewordenen Knospen vermogen ihre 
Dimensionen, und zwar ihren Langendurchmesser, zu vergroBern und 
sich dabei in gewuhnliche vegetative Zellen zu verwandeln. Knospen- 
bildung ist auch in alteren Kulturen mdglich, nur findet hier ein Aus- 
keimen der Knospung nicht statt; diese verbleiben in der Kultur und 
behalten dabei ihre iibliche Gestalt bei. Die frei gewordenen Knospen 
sind einer selbstandigen Vermehrung nicht fahig; sie erfahren weder 
Teilung noch Knospung. Somit steUen die Knospen eine der Phasen 
der individuellen Entwicklung, nicht aber eine besondere Existenzform 
des Mikroorganismus vor, die einer weiteren Vermehrung fahig ware. 
Sonst hatten wir eine aus Stabchen und Kokken bestehende Kultur vor 
uns, was in der Tat nicht der Fall war. In den Kulturen konnten 
freie Knospen in Gestalt kleiner lichtbrechender Gebilde nur dann nach- 
gewiesen werden, wenn knospenbildende Zellen in den Kulturen in 
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betrachtlicher Menge vorkamen. Im Laufe unserer 14monatlich6n 
Untersuchungen haben wir kein einzigos Mai einen Stamm erhalten, 
der aus kokkenartigen Formen bestande. In Anbetracht dessen kann 
bei Or. pectinovorum von einem Dimorphismus im Sinne Kuhns und 
Sternbergs nicht die Rede sein. 

Wenn wir die Or. pecrtnovoritm-Kulturen durch die Chamberland- 
Kerze filtrierten und mit dem Filtrate Impfungen vomahmen, so 
erhielten wir Wachstum dieses Bakteriums. Das Vorkommen von 
filtrierbaren Formen ist fiir pathogene und saprophyte Bakterien 
mehrmals festgestellt worden. In unseren Versuchen trat bei Beimpfung 
mit dem Filtrat Wachstum des Or. pectinovorum am zweiten bis dritten 
Tage ein; die dabei entstehenden Stabchen waren morphologisch von 
den in gewohnlichen Kulturen vorkommenden nicht verschieden. 
Dieses Wachstum mag dadurch bedingt sein, daB unsichtbare Formen 
den Filter passieren, die die Fahigkeit besitzen, eine aus Stabchen 
bestehende Kultur zu ergeben. Aber auch eine andere Deutung ist 
mdglich. Da die Grofie der Knospen nicht gleichartig ist, so mtissen 
wohl in der Kultur Gebilde von sehr geringen Dimensionen enthalten 
sein, die das Filter zu passieren und Wachstum zu ergeben vermogen. 
Die zweite Deutung scheint die richtigere zu sein, da die Kulturen 
sich sehr friih (am zweiten bis dritten Tage) entwickeln und die positiven 
Ergebnisse weder vom Alter der filtrierten Kidtur noch von der Zahl 
der ausgefiihrten Filtrationen abhing. 

Die Ergebnisse unserer cytologischen Untersuchungen rniissen 
im Lichte des gegenwartigen Standee des Problems vom Vorkommen 
eines Kernes bei Bakterien betrachtet werden. Es ist jedoch nicht 
unsere Aufgabe, in die Besprechung der Literatur iiber eine der um- 
strittensten Fragen der Mikrobiologie einzugehen. Wir woUen nur darauf 
hinweisen, dafi die Anwendung der Feulgen-B^aktion eine Reihe inter- 
essanter Befunde ergeben hat {Voit, Cuhna und Muniz, Neumann, 
Thomas, Stapp und Bortels, Pokromkaja, Kuhn und Sternberg, Pietsch- 
mann und Rippel u. a.). Diese neue Methode darf jedoch nicht eine 
Revision der friiheren klassisch gewordenen, auf dem Wege der iiblichen 
Farbungsmethoden ermittelten Befunde verursachen, und ebenso wenig 
darf sie ein Gegeniiberstellen der chemischen Auffassung des Kernes 
dem entsprechenden morphologischen Begriff gestatten. Fur die Er- 
mittlung der Natur verschiedener in der Zelle vorkommender KSmchen 
stellt diese mikrochemische Reaktion ein wertvolles Kriterium vor, 
und sie sollte denmach als unumganglicho Erganzung bei der Erforschung 
der Bakterienstruktur benutzt werden. 

Bei Oranulobacter pectinovorum ist die Ausbildung ein^r Vakuole 
am Verschmelzungspunkt der Chromatinkdmchen von erheblicher 
Bedeutung. Wir sind nicht geneigt, diese Verschmelzung als eine 
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der Sporenbildting vorangehende Autogamie zu deuten, zumal zur Zeit 
des Ztisammenkommens der Komchen das im Stabchen gelagerte 
sporogene Komchen bereits vorhanden ist. Der Umstand, daB die 
Glitella in den mit einer reifen Spore behafteten Zellen voUig erhalten 
bleiben, gestattet es, diese Gebilde als Chromatin aufzufassen, das bei 
Sporenbildung unausgenutzt in der Zelle zuruckgeblieben ist. Wie 
bereits mehrfach hervorgehoben wurde, bleiben namlich bei der Sporen- 
bildung manchmal groBere Mengen Chromatinsubstanz in der Zelle 
zuriick (8v)ellengrebel, Mattes), 

Zu etwas anderen Schliissen ist Thomas (1932) bei seinen Beob- 
achtungen an Calmettei gelangt. Er meint, daB die bei diesen 
Bakterien vorgefundenen quer gelagerten chromophilen Zonen eine 
Kondensation verschiedener Stoffe darstellen, von Nucleinen, Meta- 
chromatin und Glykogen oder einem Glykoproteinkomplex. Diese 
Zonen, die einige Bestandteile des Cytoplasmas enthalten, seien in 
physiologischer Hinsicht hdchst aktiv und stellten ein Aquivalent des 
Kernes vor. Wir haben oben darauf hingewiesen, daB bei OramUobacter 
pectinovorum mit dem GroBerwerden der Prospore die Dimensionen der 
chromophilen Zonen nicht abnchmen, d. h. daB sie, entgegen der Be- 
hauptung Thomas\ bei der Sporenbildung nicht verbraucht werden. 
Es scheint, daB dies auch bei Bac, Calmettei nicht selten der Fall ist, 
da auf den Abbildungen bei Thomas Zellen dargestellt sind, die zu 
gleicher Zeit Prosporen von bedeutender GroBe und sehr breite Glitella 
fuhren (Abb. 6, 8, 20 u. a.). Die Mechanik der Ausbildung der chromo- 
philen Zonen wird in der Arbeit von Thomas nicht beriicksichtigt. In den 
meisten seiner Abbildungen sind vollstandig ausgebildete quergelagerte 
GliteUa dargestellt. GemaB den Abb. 33, 34, 35 sind in jiingeren Zellen 
nach Feulgen sich farbende Granula enthalten, die im Cytoplasma diffus 
verteilt sind. Es ware von hochstem Werte, festzustellen, inwiefern 
diese Komchen an der Ausbildung der chromophilen Zonen beteiligt 
sind, d. h. die Dynamik des besagten Prozesses zu erforschen. Wir 
sind keineswegs geneigt, die chromophilen Zonen von Or, pectinovorum 
mit solchen von Bac, Calmettei zu identifizieren, zumal wir dazu keinen 
Grund haben. Wir haben es jedoch fur notig bef unden, die Arbeit 
Thomas^ naher zu besprechen, da die Morphologie der besagten Glitella 
mit den von uns erforschten chromophilen Zonen vieles gemein hat. 

Die cytologischen Untersuchungen haben erwiesen, daB bei dem 
Flachsrostebaktcrium die Chromatinsubstanz keine Stmktur besitzt, 
die flir sdmtliche Phasen ihrer individuellen Entwicklung stabil ware. 
Es kann in den Zellen entweder multiple Komelung oder ein einzelnes, 
groBeres kompaktes, kemahnliches Gebilde vorkommen. Es lassen 
sich also sowohl Bilder beobaohten, die die Anschauung bestatigen, es 
kame den Bakterien ein chromidiales System zu, wie auch Bilder, die 
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in voUem Ma0e mit dem Befonde eines Kemes bei den Balcterien iiW* 
einstimmen* 

Das C^omatin Vermag seine Lage in der Zelle zu wechseln sowie 
auch seine Masse an einem Punkte zu vermindem und am anderen cu 
vergr&Sem. Diese Labilitlit, das Vermogen, verschiedenartige Struktiu^ 
in der Zelle hervorzubringen, gestattet es, die Vermutung anszusprechen, 
da6 die Wanderung der Ghromatinsubstanz duroh den Qrtswechsel 
unsichtbarer Partikelchen bedingt sein kann. Anderenfalls lieBe es 
sich schwer erklaren, auf welche Weise das GrdBerwerden d®s Pol- 
kdmchens ohne sichtbare Annaherung von Ghromatinkdmchen imd 
Verschmelzung mit ihm zustande kommt, und auch woduroh die 
blassere jPewZgfew-Fiirbung des Cytoplasmas der Zelle hervorgerufen wird. 

Schlufifolgeraiigeii. 

1. Die Entwicklungsgeschichte des Oranvlobacter pectinovorum 
besteht aus folgenden Phasen: junge, bewegliche, durch Teiiung sich 
vermebrende Stabchen gehen in dickere, unbewegliche Gebilde uber, 
die lediglich in ihrem angeschwoUenen Ende eine Spore entstehen 
lassen. Bei nachfolgendem Zugrundegehen des Stitbchens wu*d die Spore 
befreit. Der aus der Spore hervorkeimenden Zelle kommt nicht 
Stabchen-, sondem Spindelform zu. 

2. Zellen von Or. pectinovorum vermogen sich durch Knospen zu 
vermehren, die in Einzahl endstandig in den dickeren Stabchen ent- 
stehen. Von der Mutterzelle abgelost, konnen die Knospen als solche 
sich nicht vermehren, sondem sie erfahren eine direkte Verwandlung 
in Stabchen. Die Knospen lassen sich mit Kemfarbstoffen farben und 
ergeben eine positive Feirfgrew-Reaktion. 

3. Verschiedenartig geschlangelte Formen entstehen in den Kulturen 
infolge der Einwirkung der im Medium sich anhaufenden Stoffwechsel- 
produkte. Es sind Involutionsformen, die spater zugrunde gehen. 

4. Durch Filtration von Or. pec^twovorwm-Kulturon wurde das 
Bestehen filtrierbarer Formen festgestellt. 

5. Junge Zellen gehen bei 63® binnen 6 Minuten und bei 60® binnen 
lOMinuten zugrunde. Die Sporen werden durch eine Temperatur 
von 86® biimen 10 Minuten und von 100® binnen 3 Minuten getdtet. 

6. Die Ghromatinsubstanz der aus Sporen entstandenen Stabchen 
ergibt ein streng umschriebenes kompaktes Gebilde. In jungen vege- 
tativen ZelleA*tritt das Ghromatin in Kdmchengestalt auf. Die Formen, 
die sich im Stadium der Sporenbildung und der Bildung vopL Knospm 
befinden, besitzen in der Mitte der Zelle eine Vakuole, die ein chromo- 
phileSy den ganzen Querdurchmesser der Zelle einnehmendes Gebilde 
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emtliUt. Biese ^Clit^Ua'^ sind von CSiromatin gebildet nnd bldben 
aucb in den Zellen bestehen, die eine vdllig reife Spore enthalten. 

7. Bei der i^6i^n>Beaktion f&rben sioh die Zellen dilfus, aber 
in verschiedenen Entwickltmgsphasen des Mikroorganismus ist die 
F4rbung nicht gleichartig. Die Chromatinkbrnchen nehmen intensiv 
Farbe auf. 

8. Jnnge Zellen enthalten keine Granulose. Diese tritt in idteren 
2iellen in Form einzelner, spater zusammenflieBender Komchen anf. 
In Prosporen, Sporen, Knospen und „Clitella“ ist Granulose nicht 
vorhanden. 
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Das Terhalteii der aof grflnen Pflanzen Torkommenden Coli- nnd 
coli&hnliehen Bakterien gegeniiber S&oren. 

Von 

6. Busehmann (Landsberg, Warthe) und W. Meyer. 

(Eingegangen am 2»Juni 1934.) 

In einer vorangehenden Arbeit Ruschmann und W. Meyer (26)] wurde 
fiber die Eigenschaften von Coli- und coZi ahnlichen Bakterien berichtet, 
die von verschiedenem griinem Pflanzenmaterial isoliert worden waren; 
die Stamme wurden auf Grund der Ergebnisse zu den einzebien CoU- 
Aerogenes-Ovxxpipea gestellt. Unter der grofien Zahl der Kulturen waren 
fiir jede Gruppe einige typische Vertreter ausgewahlt und auf ihr Verhalten 
in reinem Wasser und auf eiweiBarmen, zuckerreichen Nahrbdden unter- 
sucht worden. Femer wurden diese Stamme zu einer Nachpnifung der 
von Ck (\1, 18) mitgeteilten Ergebnisse benutzt, nach denen sich 

OoZi-Bakterien durch Erhitzen einer Aufschwemmung in Streptokokken 
umwandeln soil ten. Das Ergebnis der Versuche war trotz genauester Inne- 
haltung der Technik negativ. 

Im folgenden soil fiber Versuche berichtet werden, in denen das 
Verhalten dieser Stamme gegenfiber verschiedenen organischen und 
anorganischen Sauren geprfift wurde. Die Untersuchungen erstreckten 
sich nicht allein auf die Frage, bis zu welchem pn-Wert die Organismen 
noch wuchsen, sondern auch darauf, ob und in welchem Grade sich die 
Bakterien unter den gegebenen Bedingungen in morphologischer oder 
physiologischer Beziehung veranderten. 

A. Verhalten yon Coli- und collfthnlichen Bakterien in saurer Bouillon. 

Zu den Versuchen fiber die Frage, ob sich die auf grfinen Pflanzen 
vorkdmmenden Coli- oder coZeahnlichen Bakterien veranderten, wenn 
man sie langere Zeit in einem sauren Nahrmedium ziichtete, diente 
einfache Kahrbouillon, die durch Zusatz verschiedener Sauren auf das 
gewiinschte pn gebracht wurde. 

Die Wahl dieser Nahrflfissigkeit wurde durch eine Angabe von 
E, Speyer (27) veranlaJ3t, wonach Bact. coli eine ungiinstige saure Reaktion 
in Bouillon weit besser vertragt als in synthetischen N&hrboden. Er be- 
nutzte zun&chst die von H. Braun imd C. Cahn-Bronner (5) angegebene 
Nahrldsung, deren pn-Wert er diirch die Wahl des Phosphatgemisches 
innerhalb von 5,4 bis 7,6 veranderte. Hohere bzw. niedrigere Werte 
wurden durch Zugabe von H3PO4 oder NaOH erreicht. Zur Veranderung 
der Wasserstoffionenkonzentration in der Bouillon verwendete E. Speyer 
ebenfalls Phosphorsaure oder Natronlauge. 

Bei den folgenden Versuchen handelte es sich zuerst um die Fest- 
stellung, bei welchem pn des Nahrbodens die Stamme gerade noch 
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wuchsen, da fur die weiteren Untersuchungen mdglichst hohe S&ure- 
grade benutzt warden soUten. Dann war es aber auch wichtig zu erfaJiren, 
ob die verschiedenen anorganischen oder organischen S&uren stets die 
gleichen Wirkungen auf die Organismen ausiibten, oder ob hierbei 
groBere Unterschiede auftraten. Die Versuche wurden aus diesem 
Grunde gleichzeitig mit Salzsaure, Phosphorsaure, Milchs&ure, Essig- 
saure und Butters4ure angestellt. Dies sind die Sauren, die auch bei 
der Eins&uerung von Griinfutter die Hauptrolle spielen. 

Genauere Untersuchungen iiber dae Verhalten von Bmterium coli 
in Halzsaurer Bouillon stammen von K, Scheer (28, 29), der als pH-Orenze, 
bei der dieser Organismus nooh wuchs, 4,7 feststellte. Dasselbe gilt txach 
diesem Autor fiir Milchzuckerbouillon, die mit HCl versetzt wird. Bei 
einem pn von 4,6 wurde B, coli nach 24 Stunden und bei einem pn von 3,2 
bereits nach 3 Stimden abgetdtet. In einer anderen Arbeit teilt K, Scheer (30) 
mit, daB B, coli in stark salzsaurer Bouillon gegeniiber Bact, typhi^ paratyphi 
und Shiga-Kruae die langste Lebensdauer zeigte. tJber die Waaserstoff- 
ionenkonzentration der Bouillon werden jedoch keine genaueren Angaben 
gemacht. 

Fiir einen von Gras isolierten Organismus, der nach Angabe des Autors 
zur Herhicola-Grxxppe gehOrte, gibt K. Jshimori (19) ebenfalls ein pH von 4,7 
als Wachstumsgrenze in salzsamer Bouillon an. Im Gegensatz zu K, Scheer 
fanden L, Michaelia und Marcora (23), daB ein pn von 5,0 in dieser N&hr- 
fliissigkeit den hdchsten Aziditatsgrad darstellt, bei dem B» coli auf die 
Dauer noch bestehen kann. Cluaet, R, Rochaix und Kofman (8), femer 
K.O, Demhy (\0) sowie KM, Demhy und C, Ndalund (\\) kamen wieder 
zu etwas niedrigeren Werten. Ihnen gelang es, B, coli noch bei einem 
Ph von 4,5 bis 4,6 zu ziichten. 

Durch den Aufenthalt der Bakterien gerade in salzsaurer Bouillon sind 
V erfinderungen an ihnen hauf iger beobachtet worden. So konnte H , Lotze ( 22 ) 
dadurch Umwandlungen erhalten, daB er B.typhi, paratyphi imd coli^ die 
eine Zeitlang in schwach salzsaurer Bouillon gehalten worden waren, in 
schwach alkali jche Bouillon iibertrug, Unter 49 Versuchen dieser Art 
gliickte es ihm, siebenmal eine stabile Umwandlung und viermal eine labile 
Modifikation zu erzielen. Die Umwandlungserscheinungen traten ausnahms* 
los im AnschluB an leichtere Reizwirkungen auf, wiihrend starke Reize 
entweder keinen Erfolg hatten oder die Abtdtung der Organismen bewirkten. 
Der Autor kommt auf Grund dieser Ergebnisse zu dem SchluB, daB die 
Moglichkeit einer Uberfiihrung der pathogenen Form in eine saprophytische 
im Darm gegeben sei. 

Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei der Phosphorsliure. Fiir diese gibt 
E, Speyer (21) einen pn-HOchstwert von 4,5 an, bei dem B. coli in Bouillon 
noch lebensfahig bleibt. R, P, Myera (25) findet bei derselben S&ure, 
ebenso wie K,0. Demby (10) t ann5>hemd den gleichen Grenzwert. Ganz 
allgemein kommen R, P. Cook und R, S, Alcock (9) zu dem SchluB, daB 
in zunehmendem MaBe eine Inaktivierung der Dehydrogenasen und der 
Oxydation \^on Succinaten, Lactaten und Formiaten durch B, coli eintritt, 
wenn die Reaktion des Nahrmediums saurer wird. Die Autoren sprechen 
deshalb von einer Inaktivierung, weil sich die Fahigkeit des B. coW, Oxy- 
datioxien hervorzurufen, wieder einstellt, sobald sich seine Lebensbedingungen 
giinstiger gestalten. 
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Der EinfliiB von S4iiren und Salzen anf die BchwHrmf&higkeit von 
Bidcterien *der Typ^w^-CoW-Gruppe auf festen N4hrb6den wurde von 
F. Dimitr^viC’Speth (13) untersucht, der beobachtete, daB eine Wachstums- 
henunung aui sauren K&hrbdden erst dann eintrat, wenn das Schw&rmen 
vdllig imterbunden war. 

Etwas h6here pn-Werte ala fiir die bisher genannten Minerals&uren 
konnte K, Briinn (6) fiir Milchsaure feststellen. Nach ihm wirkte diese 
S&ure bzw. ihr Natriiimsalz bei einem pn von 4,7 innerhalb 24 Sttinden 
bakterizid. In Milchzuckerbouillon, die mit Milchs&ure anges&uert wurde, 
lag nach K* Scheer (29) die untere Wachstumsgrenze fiir coli bei pH 5,3. 

0,Qratz{lQ) fand bei seinen Untersuchungen iiber die M6glichkeit, 
die Entwicklung von B, coli zu unterdrucken, daB bei einem Gehalt von 
0,4% Milchsaure in Milchzuckerbouillon keinerlei Wachstum mehr eintrat. 
Bei einem Zusatz von 0,3 % Milchsaure ging nur die Fahigkeit des Organis- 
mus, aus Milchzucker Gas zu bilden, verloren, die bei Verwendung von 
0,2 % Milchsaure noch vorhanden war. Bei der EinbuBe dieser Eigenschaft 
handelte es sich allerdings mehr um eine augenblickliche Beeinflussung 
des Organismus als um eine endgiiltige Veranderung seiner Eigenschaften. 

In diesem Zusammenhang seien noch die Verauche von 6r. Abraham (1) 
erwiihnt, aus denen hervorgeht, daB sich B. coli nicht in Buttermilch ent- 
wickelt, weil ihr Skuregrad zu hoch liegt (26,0 bis 31,6" nach Boxhlet-Henkel), 

In Widerspruch zu den bisher genannten Autoren, die alle ein pn von 6,0 
oder nur einen etwas tioferen Wert als Wachstumsgrenze fiir B. coli in 
milchsauren Nahrmedien angeben, stehen die Ergebnisse von D. Bach (3), 
nach denen eine deutliche Vermehrung des Organismus in milchsaurer 
Bouillon noch bei einem pn von 4,6 eintrat, ohne daB sich eine bakterizide 
Wirkung der Saure bemerkbar machte. Annahemd den gleichen Wert 
(Ph 4,6 bis 4,7) konnte K, Jshimori (19) bei einem Herbi cola -Stamm in 
dieser Nkhrlosung erreichen. Nach H, Braun und C. Cahn-Bronner (6), die 
allerdings keine naheren Angaben iiber den Sauregrad machen, vertragt 
B, coli Milchsaure, Citronensaure und Bemsteinsaure in nicht zu starken 
Konzentrationen gut und verwertet sie sogar als Kohlenstoffquellen. 

Da beim Wachstum von B. coli in zuckerhaltigen Nahrboden Essig- 
skure und Milchskure als Stoffwechselprodukto entstehen, haben einige 
Autoren Untersuchungen dariiber angestellt, bis zu welchem pn die Skure- 
bildung in solchen Nkhrbdden fortschreiten darf, ohne daB die Kultur 
abstirbt. In alien Fkllen ergab sich, daB diese Grenze mit derjenigen zu- 
sammenfiel, die auch bei Anskuerung von gew6hnlicher Bouillon mit einer 
dieser Skuren festgestellt wurde. So fanden z. B. (7. E. Cahn-Bronner (7), 
K, Scheer {29), L. Michaclis und Marc ora (2Z) sowie K, Brunn (6) fiir 
B, coli in dieser Hinsicht keinerlei Unterschiede. Das gleiche gibt K. Ishi- 
mori {19) fur sein zur Herbicola-Gruppe gehOrendes, von Gras isoliertes 
Bakterium an. Fiir die in Bierwiirze vorkommenden Bakterien der Coli- 
Aerogenea-GTxxype stellte M , Lou^ncck {21) einen Skuerungsgrad in Wiirze 
fest, der je na.^ der Kultur etwas schwankte. Die Bakterien erzeugten 
PH'-Werte von 4,6 bis 4,8, bei denen sie aber noch lebensfkhig blieben. 

In Milchzuckerbouillon, die mit Essigskure angeskuert worden war, 
vertrug B. coli nach K, Scheer (29) noch ein pH von 6,0, ohne daB es dabei 
zugrunde ging. Die Angabe von A- Adam (2), daB sich dieser Organismus 
noch gut bei einem ph von 6,4 in essigsaurer Bouillon entwickelt, ist nicht 
so aufzufassen, als ob der Wert die imtere pn- Grenze wkre. 
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I. Methodisches. 

a ) Herstdlung der aauren Bouillon. Fiir die folgenden Versuche diente, 
wie schon erw&hnt, einfache Bouillon, die durch Zugabe von verschiedenen 
S&uren auf das gewiinschte pn gebracht wurde. Dabei verfuhr man folgender- 
maJ3en: In je ein Reagenzglas mit 8 com N&hrldsung wurde z\m&ohst je 
1 Tropfen der fiinf konzentrierten S&uren gegeben und nach kr&ftigem 
Umschiitteln auf kolorimetrischem Wege das pH bestimmt. Dem gefundenen 
Sfimegrad entsprechend wurden die Sauren so weit verdunnt, daJ3 nimmehr 
durch Zusatz von 1 Tropfen S&ure zur Bouillon in alien F&llen dasselbe pn 
erreicht wurde. Dabei stellten sich folgende Konzentrationen als ungef&hr 
gleich wirksam heraus: 6,0% HCl, 20,6% H3PO4, 10,0% Milchs&ure, 
20,0% Essigsaure und 22,0% Butters&ure. 

Mit diesen Saurelosmigen wurde die Bouillon unter mOglichst sterilen 
Bedingungen anges&uert. Dabei trat infolge von EiweiBf allungen eine 
Trubung der Bouillon ein. Diese war bis zu einem pH von 6,0 noch so gering, 
daJ3 sie kaum bemerkt werden konnte, wurde aber bei einem pn von 6,6 
schon etwas deutlicher imd bei einem solchen von 6,0 sogar ziemlich stark. 
Sie nahm bei einem pn von 4,6 noch zu. Die Unterschiede in der Triibimg 
waren so deutlich, daB man sich dadurch ungefahr ein Urteil iiber den 
Sauregrad bilden konnte. 

Nachdem die Bouillon auf den gewiinschten pn-Wert eingestellt und 
wahrend 20 Minuten im Dampftopf erhitzt worden war, wurde sie so lange 
filtriert, bis sie vollig klar durohlief. Darauf wurde sie nach dem Abkiihlen 
noch einmal auf ihren Sauregrad gepriift, der sich in einigen Fallen durch 
das Erhitzen merklich geandert hatte. Z. B. war der Wert von butter- 
saurer Bouillon von 4,0 auf 4,3, der von salzsaurer Bouillon von 6,0 auf 6,3 
und der von phosphorsaurer Bouillon von 4,0 auf 4,2 gestiegen. In diesen 
Losungen wurde das benotigte pn durch Hinzugeben einer entsprechenden 
Menge Saure wieder hergestellt. Ein zweites kurzes Sterilisieren rief weder 
eine Triibimg der verschiedenen Bouillonarten noch eine merkliche Ver- 
anderung der H-lonenkonzentration hervor. Auch blieben die pH-Werte, 
wie Kontrolluntersuchungen ergaben, wahrend der ganzen Dauer der 
Versuche in alien Nahrlosimgen unverandert. 

Die saure Bouillon wurde dann unter sterilen Maj3nahmen in schmale 
Rohrchen abgefullt, die eine Venlunstung im Brutschrank weitgehend 
einschrankten. Zur Erreichung der gleichen Schichthohe wie in normal 
weiten Rohrchen mit 8 ccm Fliissigkeit geniigten in diesem Falle 3 ccm. 
Das Abfullen erfolgte mit einer sterilen Pipette, wodurch ein nochmaliges 
Sterilisieren der Bouillon vermiedon wurde. Unbeimpfte Rohrchen zeigten 
auch naoh 14tagiger Bebriitung bei 30® kein Wachstum. (Beichzeitig 
wurde an diesen KontrollrOhrchen festgestellt, dal3 trotz ihres langeren 
Aufenthaltes im Brutschrank eine Erhdhung der pn-Werte bei den einzelnen 
Losungen nicht eingetreten war. 

h) Auavmhl der Stdmme, Zum Boimpfen der sauren Bouillon wurde 
eine Nadele^tze voll einer 24 Stunden alten Schragagarkultur in 8 ccm 
sterilen Leitungswassers verrieben, so daC eine leichte Trubung des Wassers 
zu erkennen war. Von dieser Aufschwemmung kam eine stets gleichmaJBig 
gro0e Ose voll in die BouillonrOhrchen. In den Fallen, in denen die Kulturen 
nicht anwuchsen und Zweifel bestanden, ob die Impfung nicht zu schwach 
ausge^allen war, wurden die Rohrchen nach einigen Tagen in derselben 
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St&rke noch einmal beimpft. Doch lieBen sich andere Ergebnisse nur 
erzielen* wenn die Impfung sehr verstarkt wurde. 

Zun&chst sollte, wie gesagt, das pn festgestellt werden, bei dem die 
verschiedenen StAmme gerade noch wachsen konnten. Zu alien Ver- 
suchen wurden dieselben Organismen benutzt. Neben dem Laboratoniims- 
Stamm B. coli Hoar kamen noch weitere 12 Stamme zur Verwendung, die, 
wie in der vorangehenden Arbeit beschrieben wurde, von frischem bzw. 
eingesauertem griinem Pflanzenmaterial isoliert worden waren. 

Die Auswahl der Stamme erfolgtc in der Weise, daB drei typische 
Vertreter von B. coli (Stamm 22, 33 und 307) zu den Untersuchungen 
herangezogen wurden, ein B, synxanthum (Nr. 317), das ihnen in fast 
alien Eigenschaften glich, ferner zwei Vertreter der Gruppe B. coli var, 
luteoliquefaciens, die aus Milchzucker kein Gas bildeten, Gelatine ver- 
fliissigten und auf Bouillonagar in Form von gelbbraunlichen Kolonien 
wuchsen, sich aber sonst wie B. coli verhielten (Stamm 26 und 300), 
weiterhin ein Stamm (Nr. 271) der Gruppe B. coli var. cUbidoliqttefaciens 
und zwei nicht indolbildende Stamme (Nr. 15 und 316), die zum Typus 
B. coli anindolicum oder B. coli communior gehorten, und schlieBlich 
einigo Stamme (Nr. 1, 260 und 261), die sich in ihren Eigenschaften 
vom typischen B. coli weiter entfernten und als B, herbicola-Axten 
galten^, Demnach befanden sich aus jeder groBeren Gruppe ein oder 
mehrere Vertreter im Saureversuch. 

c) Durchfiihrung der Versuche, Zur Feststellung, bis zu welcher 
H-Ionenkonzentration die einzelnen Stamme in den verschieden an- 
gesauerten Bouillonarten noch wuch.sen, wurden zwei Serien von fiinf 
Rohrchen, je eins mit den pH-Werten 6,5, 6,0, 5,5, 5,0 und 4,5 von jedem 
Stamm und jeder Saure, angelegt und bei 30° im Brutschrank gehalten. 
Dal>oi wurden die Kulturen 7 Tage lang auf ihr Wachstum hin beobachtet. 
Sobald der starkste Wewjhstumsgrad erreicht worden war und die Tnibiuig 
nicht mehr zimahm, wurde der pn-Wert der Kulturfliissigkeit bestimmt. 
Nach 7 Tagen erfolgte die Untersuchung auch der nur schwach oder gar 
nicht getriibten Rohrchen, bei denen, wie Kontrollen bewiesen, keine 
weitere Entwicklung der Bakterien mehr zu erwarten war. Die haupt- 
sachlichsten Versuchsergebnisse sind in Tabelle I zusammengefaBt, in der 
die Starke der Triibung durch Kreuze wiedergegeben wurde. Ein Kreuz 
bezeichnet eine deutliche Triibung, durch die eine gute Entwicklung der 
Organismen zum Ausdruck gebracht werden soli. 

Die Versuche wurden in diesem Falle auBer mit Salz-, Phosphor-, 
Milch-, Essig- und Butters&ure noch mit Salpeter-, Schwefel-, Ameisen-, 
Oxal- und Weinsaure durchgefiihrt. 

II. Versuchsergebnisse. 

a) Allgemeines. Zunachst laBt sich feststellen, daB alle die Stamme, 
die ihren Eigenschaften nach echte Co/i- Bakterien sind, also B. coli 

^ Man vergleiche dazu die vorangehende Arbeit von O, Ruschmann 
und W. Meyer (26). 



G.Ruschmaim u. W. Meyer; 


Tabelle 


Wachstum von Coli- und coHahnliohen Or|;ani8mei] 



* Sowobl die Reihen mit niedrlgerem pg, die kein Wacbstnm mehr ergaben, als aech die Reihen mlt hdkerem 
WaehBtnmezeiclien bedekten die Tage, naoh denen die ^-Messnog erfolgte und die Waobattunsstllrke bestimnit wnrde 
etftrke naoh i Tagen sx ^ =r 6,6 Stamm m Waohstnmsstiirke naoh 2 Tagen » + ^ ^ n 6,8. 
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I. 



ie ein gleiohmftftig gates Wachstam zeigten, sind in der Tabelle fortgelassen worden ~ § Die Zahlen ilber den 
I Stamm i and iei sind in der oxalsauren Bouillon nur bei einem von 6,5 gewachsen Stamm i Wachstoms- 
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Hoar, Stamm 22y 33 und 307, hohere Sauregrade aushalten als die 
anderen. Eine Ausnahme davon macht merkwurdigerweise Stamm 307 
in det salzsAuren und phosphorsauren Bouillon, obwohl er in der butter- 
sauren NabrlQsung gerade am meisten Saure vertragt. Von den (ibrigen 
Organismen, die B. coli sehr nahe stehen, ist nur der nicht indolbildende 
Stamm i5 in starker saurem Medium zum Wachsen befahigt. Dem zu 
derselben Gruppe gehorigen Stamm 316 feblt dagegen diese Eigenschaft* 

Eine grofie Empfindlichkeit gegen Saure weisen die Organismen 
auf, die in zuckerhaltigen Nahrlosungen keine Gasbildung zeigen, 
Gelatine verfliissigen und, wie B. coli, Indol erzeugen. Hierzu ge- 
hdren die Stamme 26 und 300 sowie Stamm 317, der mit B, cdi 
naher verwandt ist als jene. Ihre Saureempfindlichkeit kommt nicht 
nur darin zum Ausdruck, dafi sie bei hoheren Sauregraden niclit mehr 
wachsen, sondern auch darin, daB sie dort, wo fiir sie noch eine Ent- 
wicklung moglich ist, fast immer 3 oder mehr Tage benotigen, um eine 
deutliche Triibung der Bouillon hervorzurufen. Das gleiche Verhalten 
zeigen die fibrigen Stamme, die hinsichtlich ihrer Eigenschaften nur 
geringe Ahnlichkeit mit B. coli aufweisen. 

Diese Beobachtungen stimmen u. a. mit denen von R. Koch (20) 
uberein, nach dessen Untersuchungen typische Stamme gegen 
Saure viel widerstandsfahiger sind als atypische. Eine Ausnahme von 
dieser Regel bildete hier nur der nicht indolbildende Stamm 75. 

b) Vergkich der einzelnen Sduren, Es fallt zuerst auf, daB die 
Mineralsauren von den Organismen vielfach besser vertragen werden 
als die organischen Sauren. Wahrend ein pn von 4,5, das durch Mineral- 
sauren hervorgerufen wurde, noch einigen Stammen die Moglichkeit 
zur Entwicklung lieB, unterband es das Wachstum stets, wenn es durch 
Zusatz organischer Sauren bedingt war^. 

7. Die Mineralsauren, Die Organismen erwiesen sich als verhaltnis- 
maBig wenig empfindlich gegen Salz- und Phosphor saure, von denen 
einige Stamme noch Mengen vertrugen, die einem pn von 4,5 entsprachen, 
wahrend alle noch bei einem pn von 5,0 fortkamen. Auch die Zeiten, 
die die Organismen brauchten, um sich in diesen Bouillonarten zu ent- 
wickeln und eine Triibung herrdTzurufen, waren annahernd die gleichen. 
Doch wirkte Phosphorsaure in einigen Fallen noch etwas weniger 
hemmend als Salzsaure, was wohl damit zusammenhangt, daB die 
Phosphorsaure teilweise zum Aufbau der Bakterienzelle verwendet wird. 

Salpeter- i^d. Schusefelsdure wurden durchweg noch bis zu einer 
H-Ionenkonzenlration von 5,5 vertragen und bewirkten keine Verschieden- 

^ Bei Beurteilung der Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, daB tells die 
Anionen, teils die ganzen Molekiile wirksam sind. Nur unter dieser Voraus- 
setzung sind die S&uren von demselben pr miteinander vergleiohbar. 
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heiten in den Wachstumszeiten. Die typischen CoZi-St^mme waren 
auch bier widerstandsfahiger als die ihnen verwandtschaftlich feimer- 
stehenden Organismen. 

2. Die organischen Sduren, MUeh^ und Weinadure nehmen wegen 
ihrer weniger schadlichen Wirkung auf die Bakterien eine Mittelstellung 
unter den aufgefuhrten Sauren ein. Einzelne atypiscbe Coii-Arten 
werden von ihnen sogar weniger nachteilig beeinfJuBt als von den 
beiden zuletzt genannten Minerals5tiren. Mit wenigen Ausnahmen 
wird von alien Stammen besonders die Milchsaure noch bis zu einem 
Ph von 5,0 vertragen, Nur die Indolbildner, die wenig oder kein Gas 
erzeugen (Nr. 26 und 317) und ein atypischer Stamm (261) wachsen 
bei dieser Wasserstoffionenkonzentration der Milchsaure nicht mehr, 
wahrend sich in der weinsauren Losung bei demselben pn neben den aus- 
gesprochenen GoZi-Stammen (22, 33 und 307) nur noch B. anindolicum 
(Nr. 15 und 316) und der von coli stark abweichendc Stamm 261 
entwickeln. 

Als besonders empfindlich geg^n organische Sauren erweist sich 
der nicht indolbildende Stamm 26, der auffallenderweise gerade die 
Milchsaure schlecht vertragt. Er wachst nicht einmal in einer milch- 
sauren Bouillon mit einem pu von 6,5. 

Die Widerstandsfahigkeit der Organismen gegen Oxalsdure ist im 
allgemeinen etwas geringer als die gegen die beiden vorher genannten 
Sauren, was sowohl durch die Wachstumsgrenze zum Ausdruck kommt — 
Stamm 1 imd 261 wachsen nur bei einem pn von 6,5 — als auch durch 
die Zeit, die die Kulturen zum Anwachsen benotigen. Selbst bei den 
schwacheren Sauregraden dauert es moist mehrere Tage, ehe eine 
kraftige Entwicklung zu sehen ist, Nur die ausgesprochcnen Ccli~ 
St5mme vertragen wieder eine etwas hohere Wasserstoffionen- 
konzentration. 

Die bekannte bakterizido Wirkung der Ameisensdure macht sich 
dadurch bemerkbar, daB die liberwiegende Mehrzahl der Organismen 
nur noch bei einem Ph von 6,5 in der sauren Bouillon gedeiht. Die 
typischen Coii-Stamme und die beiden nicht indolbildenden, aber sonst 
wie B, coli sich verhaltenden Stamme 15 und 316 kommen noch bei 
einem pn von 6,0 fort. Eine H-Ionenkonzentration von 5,5 vermogen 
wiederum nur die ausgesprochenen Co^i-Arten und der Stamm 15, 
der stets eine Sonderstellung einnimmt, zu ertragen. 

Im Gegensatz zu den bisher genannten Sauren iiben Essig- und 
BvMersdure eine bemerkenswerte starke Wirkung auf die Bakterien 
aus, doch ist die Essigsaure etwas weniger sch&dlich als die Buttersaure. 
Fiir beide S&uren liegt die Wachstumsgrenze im allgemeinen bei einem 
Ph von 6,5. Bei der Butters&ure wird indessen auch dieser S5uregrad 
von den OoM-Arten, die wenig oder kein Gas erzeugen, nicht mehr ver- 
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tragen. Der von einem normalen B, coU stark abweichende Stamm 261 
wackst weder in der essigsauren noch in der buttersauren Bouillon bei 
einem pn von 6,6. 

Wie bei den bisherigen Versuchen war der EinfluB auch der Butter- 
saure am starksten bei den nicht oder nur wenig gasbildenden, sonst 
aber co^tahnlichen Stammen 26, 300 und 317. Dabei fiel auf, daB sich 
die beiden zuletzt genannten Stamme in buttersaurer Bouillon nicht 
entwickelten, wahrend Stamm 26, der sonst die groBte Saureempfindlich- 
keit zeigte, darin noch bei einem pn von 6,6 wuchs, jedoch erst nach 
6 Tagen eine deutliche Triibung der Kultur hervorrief. Das t3rpische 
B. coU 307 nahm insofern eine besondere Stellung ein, als es in butter- 
saurer Bouillon noch bei einem pn von 6,6 gedieh. 

DaB die drei zuletzt genannten organischen Sauren, die haufiger 
im Stoffwechsel von Bakterien auftreten, schadlicher als andere Sauren 
wirken, ist auch deshalb verwunderlich, weil sie doch unter giinstigen 
Bedingungen von den Organismen abgebaut werdon. Die Milchsaure, 
die ebenfalls von (7oZi-Arten gebildet wird, ist allerdings besonders 
leicht angreifbar. Aus diesem Grunde durfte sie auch, wie die vor- 
liegenden Untersuchungen beweisen, weniger nachteilig sein. 

Aus dem End-pw der Kulturen laBt sich zunachst erkennen, daB 
mit der Entwicklung der CoU- und coZiahnlichen Bakterien eine deutliche 
Herabsetzung dos Sauregrades vorbunden ist. Sie wild durch die 
EiweiBzersetzung bewirkt und hat zur Folge, daB sich die Organismen 
in dor nun weniger sauren Nahrflussigkeit besser ontwickeln. Das 
kommt besonders in den spateren Versuchen bei den erst nach 8 bis 
10 Tagen umgeimpften Kulturen zum Ausdruck, die zu dieser Zeit fast 
durchweg eine starke Trubung aufwiesen. 

Die meist kraftigere Verschiebung des pn-Wertes nach der alkali- 
schen Seite hin in den Losungen mit niedrigerem Sauregrad erklart sich 
ohne weiteres daraus, daB hier die Wachstumsbehindei ung durch die 
Saure erheblich geringer war. Auffallend ist es, wie stark sich die 
Abnahme der H-Ionenkonzentration in denjenigen Kulturen bemerkbar 
machte, die schon nach 1 Tag untersucht wurden. Sie betrug in manchen 
Fallen 0,5 pn-Einheiten und mehr. Dies trat besonders bei den Mineral- 
sauren und der Milchsaure in Erscheinung, bei denen es fast uberall 
zu beobachten war. 

In den Kulturen mit don anderen organischen Sauren veianderten 
vor allem die typischen GoZt-Arten und die von ihnen stark abweichenden 
St&mme infolge EiweiBzersetzung woitgehend den pH-Wert. Die 
gelatineverfliissigenden nicht gasbildendcn, aber indolerzeugenden 
8t4mme wieaan diese Eigenschaft in weniger starkem MaBe auf, Hieraus 
ist wiederum die grdBere Saureempfindlichkeit dieser Organismen zu 
erkeiinen, die schon aus den ubrigen Befunden deutlich hervorging. 
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B« Verhalten von Milchs&nrebakterien in sanrer Tranbenzuckerbonillon. 

Bei der Einsauerung von Putter- und Nahrungsmitteln spielt die 
Unteidriickung der Coli- und coZtahnlichen Bakterien durch MUch- 
sdurehakterien eine groBe Rolle. jgie gelingt dadurch, daB man den 
Milcheaurebakterien so giinstige Entwicklungsbedingungen bietet, daB 
eine schnelle und starke Saurebildung eintritt. Dadurch werden die 
genannten BegleitorganiFmen nicht nur bald in ihrer Tatigkeit behindert, 
sondern auch in kurzer Zeit vernichtet. Demnach konnen die kraftig 
saueinden Milchsaurebakterien, zu denen vor allem die stabchen- 
foimigen Aiten (Lactobazillen) gehoren, eine hohere H-Ionenkonzentra- 
tion als die co/tahnlichen Organismen erzeugen und vertragen. Um die 
vorher geschilderten Eigenschaften der co/tahnlichen Bakterien mit 
denen einiger typischer Milrhsaurebakterien zu vergleichen, wurden 
ahnliche Versuche mit drei aus Silofutter isolierten Milchsaurebakterien- 
stammen und mit Bacterium ctLCumeris fermentati durchgefiihrt, das 
bekanntlich haufiger zum Impfen von Griinfuttcr bei der Konservierung 
benutzt wird. Da sich die Milchsaurebakterien in einfacher Nahrbouillon 
nur schlecht entwickeln, erhiejt diese einen Zusatz von 2% Trauben- 
zucker. Fur die Versuche mit B, coli war absichtlich keine zucker- 
haltige Nahrlosung benutzt worden, da das Ergebnis durch Saure- 
bildung hatte beeinfluBt werden miissen; dies ist allerdings auch bei 
den folgenden Versuchen mit Milchsaurebakterien zu beriicksichtigen. 

Hauptsachlich war wicderum die hYage zu priifen. bei welchem 
Anfangs-pH der Nahrlosung sich die Milchsaurebakterien noch ent- 
wickelten, und in welcher Weise sich dabei die Reaktion veranderte. 
Wie aus Tabelle IJ zu ersehen ist, lagen fiir die hier verwendeten Sauren, 
Salzsaure, Essigsaure und Buttersaure, die Verbal tnisse ahnlich wic 
bei dem vorangehenden Versuch mit den verschiedenen TWi-Stammen. 
Die Mineralsaure zeigte sich im allgemoinen weniger schadlich als die 
organischen Sauren ; andrerseits waren die Milchsaurebakterien gegen- 
iiber alien Sauren deutlich widerstandsfahiger als die (Wi-Arten. 

Diesen Erkenntnissen kommt fur die Einsauerung von Griinfutter 
und anderen pflanzlichen Materialien groBe Bedeutung zu, da aus 
ihnen hervorgeht, ^eshalb die Milchsaurebakterien bei einem normalen 
Verlauf der Garungen die letzten im Silofutter iibrigbleibenden Organis- 
men sind. Hiermit lassen sich weiterhin auch die mit dem Ansauerungs- 
verfahren in der Praxis erzielten Erfolge erklaren, die darauf zuriick- 
zufiihren sind, daB sich die Milchsaurebakterien als besonders wider- 
standsfahig gegen die bei dem genannten Verfahren vorwiegend zur 
Verwendung kommendc Salzsaure erwiesen haben. 

Salzs&ure wurde von alien hier benutzten Milchsaurebakterien- 
stammen bis zu einer H-Ionenkonzentration von ph 4,5 vertragen. 
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Tabelle n. 

Waohstum von Milchs&urebakterien in Traubenzuckerbouillon 
^it verschiedenen Skurezus&tzen^. 
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* Bestimmnnf? des End-pn nsiah 2t Tagen. 


Fiir die pn-Werte liber 5,5 sind die Ergebnisse in der Tabelle II nicht 
aufgefxihrt, da sie keine neuen Gesichtspunkte ergaben. Essigsaur© 
und Buttersaure lieBen einen deutlichen wachstumshemmenden EinfluB 
erkennen, Avie daraus hervorging, daB die Entwicklungsgrenze f\ir die 
beiden Stamme 36 und 48 bei pn 5,0 lag. AuBerdem erreichte die 
Sauerung in alien diesen KiJturen nach 3 Wochen bei 30® nicht dieselbe 
Starke wie in den Kulturen mit Salzsaure. Ein Vergleich mit den Saure- 
graden, die durch Vergarung des Traubenzuckers mit Milchsaure- 
bakterien in der neutralen Bouillon entstanden waren, zeigtc‘, daB der 
Saurezusatz in jedem Palle einen EinfluB auf die Tatigkeit der Organismen 
ausiibte. Das End-pn der mit Saure vorsetzten NahrlOsungen war 
stets hoher als das der neutralen Bouillon. 

Zur Prufimg der Prage, ob sich die Organismen durch haufigeres 
Umsetzen in der sauren Bouillon an starkere Saur©konzenti*ationen 
gewohnen, wurden die vier Milchsaurebakterienstamme aus den N&hr- 
fliissigkeiten mit den verschiedenen S&uren in Abst&nden von 21 Tagen 
ubergeimpft. Es gelaug aber auf diese Weise bei achtmaligem Um- 
setzen nicht, ein Anwachsen der Organismen in eiber Bouillon mit 
dei* nachst hoheren Aziditat zu erzielen. Hierbei erwies sich die Essig- 
saure in einzelnen Pallen als besonders schadlich fiir die MUchsaure- 
bakterien, da die beiden Stamme 36 und 48 nach viermaligem Umsetzen 
in der essigsauren Bouillon auch nicht mehr bei einem pn von 5,0 an- 
wuchsen. Die Organismen waren, wie eine Uberimpfung in die neutrale 
Nahrflussigkeit tod in Maische bewies, volistandig eingegangen. 


^ ErkUtrungen wie in Tabelle I. 
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€• Yertoderlielikelt dor CDU-'Stftmmo be! Fortziiobtang in sanrer Bouillon. 

Nacbdem die pn-Grenze fiir die verschiedenen Coli- imd coZi- 
ahnlichen St&mme in saurer Bouillon festgelegt worden war, soUten 
Versuche daruber angestellt werden, ob durch die Einwirkung der 
Sauren Veranderungen an den Organismen in morphologischer oder 
physiologischer Hinsicht hervorgerufen wiirden. Gleichzeitig wurde 
die Anpassungsfahigkeit der OoZi-Arten an ungiinstigere Verhaltnisse, 
die durch den Zusatz von Sauren bedingt waren, gepriift. 

I. Versuchsanordnung. 

Die einzelnen Stamme wurden in Bouillon geimpft, die durch die 
verschiedenen Sauren auf das fiir jeden Organismus ermittelte Grenz-pn 
eingestellt worden war. Es kamen dabei wiederum schmale Beagenzglaschen 
mit je 3 ccm NahrlCsung zur Verwendung. Dio Beimpfung erfolgte durch 
eine stets gleich groJBe Ose voll einer Aufschwemmung, die unter Benutzung 
von 24 Stunden alien Bouillonagarschragkulturen und sterilem Leitungs- 
wasser gewonnen war. Die beimpften Rohrchen kamen dann 8 Tage lang 
bei 30® in den Brutschrank. Nach dieser Zeit war iiberall ein gleichmal3iges 
starkes Wachstum eingetreten. Am neimten Tage erfolgte immer das 
(Jberimpfen der Kulturen in neue Bouillonrohrchen mit der gleichen Saure 
und demselben pn* 

Unmittelbar vor Beginn des \^er8uche8 wurden die auf Bouillonagar 
geziichteten Stamme noch einmal auf alle ihre Eigenschaften bin gepriift, 
damit Sicherheit bestand, dal3 sie sich wahrend des langeren Aufenthaltes 
in dieser Nahrflussigkeit nicht verandert hatten. Dabei kamen folgende 
Untersuchimgsverfahren zur Anwendimg: 1. Bouillonagarplatte zur Be- 
stimmung der Form, Farbe und Grofle der Kolonien sowie der mikro- 
skopischen Eigenscliaften der Organismen. 2. Einfache Nahrbouillon zur 
Priifung auf Indolbildung und Beweglichkeit. 3. Traubenzuckerbouillon 
und Traubenzuckerbouillonagar zur Foststellung der Organismen auf ihre 
Fahigkeit, Gas und Saure zu bilden. 4. Milchzuckerbouillon und Milch- 
zuckerbouillonagar sowie Galle-Lactose-Gentianaviolett-Peptonwasser eben- 
falls zur Priifung auf Gas- und Saurebildung. 6. Milch. 6. Voges-Proskauer- 
NahrlOsimg zum Nachweis der Azetoinbildung und zur Anstellung der 
Methylrotprohe. 7. Kosern Citratlosung. 8. Hamsaureprobe. 9. Bouillon- 
gelatinestieh zur Priifung auf Gelatineverfliissigung. 

Alle Stamme liefien bt'i dieser Untersuchungkeinerlei Veranderungen 
ihrer bei der Isolierung festgestellten Eigenschaften [vgl. 0. Ruschtmmn 
und W, Meyer (26)] erkennen, Nach langerer Fortziichtung der Kulturen 
in saurer Bouillon wurden die genannten Piiifungen in der gleichen Weise 
wiederholt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind, namentlich 
soweit sie Abweichungen von den friiheren Angaben zeigen, inTabellelll 
aufgefiihrt. 

II. Ergebnisse. 

Nach funfmaligem Umsetzen der Stamme in der sauren Nahr- 
Idsung wurden sie zum ersten Male auf ihre Eigenschaften hin unter- 
sucht. Doch waren bis dahin so gut wie keine Veranderungen eingetreten. 



TabeUe III. 

Coli- und coliahnlichen Stamme nach langerer Ziichtung in saurer Bouillon 
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Zeichenerklftrung; 0 — keine Yerkuderangeii G = erbdhte Oasbildang in znckerhaltigen N&hrboden: S. = erhohte Sknrebildiuig in zndier- 
haltigen Kshrboden. Die Anzahl der Wlnkel (» bedentet die Stkrke der Erhohimg. 11 U eing. = bei der 11. Umsetznng eingegangen Sehl. = Sehlelm- 
bildimg, + hinter Schl. = starke Schleimbildnng , FI. = Flnoreszieren der Knltiir. 
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Nur der stark atypische Stamm 261 machte hiervon insofem eine Aus- 
nahme, als er beim Wachstum in saurem Medium eine griingelbliche 
Farbstoffbildung fthnlioh der von B. flturreacens zeigte, die aber auf 
neutralem Nahrboden sofort wieder verschwand. Versuche mit diesem 
Stamm auf saurem Bouillonagar fiihrten zu demselben Ergebnis, 
und zwar trat das Fluoreszieren hier um so deutlicher auf, je saurer 
der Nahrboden war. Es gelang aber nicht, dem Organismus diese Eigen- 
schaft durch kurz aufeinanderfolgendes t3T)erimpfen (25mal alle 2 Tage) 
auf saurem Bouillonagar anzuziichten. Eine Priifung der Kultur auf 
Reinheit durch wiederholte Anwendung des PlattenguBverfahrens 
bewies, dafi eine Verunreinigung nicht vorlag. Das Auftreten des 
Fluoreszierens war demnach lediglich eine Reaktionserscheinung. 

a) Anpassung d^r Organismen an hohere Sauregrade. Die Stamme 
wuiden nach dem fiinften Cberimpfen auch darauf gepriift, ob sie sich 
so weit an das saure Medium gcwohnt hatten, dab sie in einer starker 
sauren Bouillon gedeihen konnten. Jeder Stamm wuyde zu diesem 
Zweck in eine um 0,5 pn-Einheiten saurere Nahrlosung gesetzt. Doch 
trat in keinom Fall Wachstum ein. Dieser Versuch wurde nach acht- 
maligem Umsetzcn wiederholt, wobei sich herausstellte, daB jetzt 
einige Stamme unter den ungiinstigen Bedingungen wuchsen. Es 
waren das dor nicht gasbildende gelatine verfliissigende Indolbildner 
Nr. 300 und die stark atypischen co^mhnlichen Stamme Nr. 260 und 261. 
Sie hatten sich an die mit Mineralsduren angesauerte Bouillon so weit 
gewohnt, daB sie auch bei einem ph von 4,5 noch zur Entwicklung 
gelangten. Das gleiche Verhalten wies der t;^ 7 )i 8 che Cofo- Stamm Nr. 307 
auf. In einer Bouillon von noch hoherer Aziditat war aber in keinem 
Fall mchr Wachstum zu erzielen. 

Ein ahnliches BiJd ergaben die Kulturen mit den organischen 
Sauren. Ein Unterschied gegenuber den Versuch en mit Mineralsauren 
lag darin, daB nur die Stamme, die vorher unter der Hochstgrenze fiir 
das Wachstum in saurer Bouillon gcblieben waren, eine Anpassung 
zeigten, indem sie jetzt dieselben pn-Werte wic die ubrigen Stamme 
erreichten. Eine Ausnahme machten die beiden in ihren Eigenschaften 
von einem echten B. coli stark abweichenden Stamme 1 und 271, die 
in der buttersauren Bouillon nur ein Ph von 6,5 vertrugen, wahrend 
die Grenze fur die anderen Organismen each der Gewohnung bei pn 6,0 
lag. Ausgenommen da von war der typische ToZi- Stamm Nr. 307, der 
als einziger eine noch weitergehende Anpassung an den Tag legte. Er 
wuchs in der essigsauren Bouillon noch bei einem pu von 5,5. 

Die Wiederholung des Versuches, nachdem die Stamme 14mal in 
der sauren Bouillon umgesetzt worden waren, ergab nichts wesentlich 
Neues. Man kann deshalb wohl abschlieBend sagen, daB fur die hier 
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in Frage koxumenden CoU- und co2»&hnlichen Bakterien die gepiiiften 
S&ureii und die pn-Grenzen nach der sauren Seite Jiin folgenderznaBen 
liegen: 

Fiir Salzadure zwischen ps 5,0 und 4,6, wobei die typischen CoZi- 
Arten die pn-Grenze von 4,6 fiir gewdhnlich auch ohne Anpassung 
erreichen. In einzelnen Fallen tritt eine Anpassung bei den atypischen 
Go^i’-Stammen ein. 

Fiir Phosphorsdure ebenfalls zwischen ph 6,0 und 4,5. Die pH-Grenze 
von 4,5 wird von den typischen CoZt-Bakterien ebenso wie bei der 
Salzsdure meist ohne besondere Vorziichtung erreicht, doch sind die 
Falle, in denen die atypischen Formen erst nach Anpassung bei einem 
Ph von 4,5 wachsen, hier etwas h&ufiger; die Phosphorsaure steht also 
letzten Endes ebenso giinstig wio die Salzsaure da. 

Fiir Milchsdure bei einem pn von 5,0 ; bei diesem Sauregrad kommen 
nur einige wenige atypische Organismen der Co^i-Gruppe zur Ent- 
wicklung. 

Fiir Esaigadure ist die pn-Grenze 6,0, bei der aber nur einige coU~ 
ahnliche Organismen nach Gewohnung wachscn. Einzelne Stamme 
entwickelten sich schon nicht mehr bei einem pn von 6,6. 

Fiir Butteradure betragt das Grenz-pa, ahnlich wie fiir Essigsaure, 
6,5 bis 6,0; wahrend die typischen GoW-Stamme ein pa von 6,0 auch 
ohne Anpassung erreichen, wachsen rund 40 % der atypischen Stamme 
iiberhaupt nicht bei Anwesenheit dieser Saure. Von den iibrigen 
Stammen, die unter dieser Bedingung wuchsen, gewohnten sich 50% 
an ein pn von 6,0. 

b) V erdnderlichkeit der Organismen. An den Stammen, die achtmal 
umgesetzt worden waren, liofien sich Veranderungen irgendwelcher 
Art noch nicht erkennen. Eine auffallige Beobachtung wurde jedoch 
nach zehnmaligem t)berimpfen der Organismen in der essigsauren 
Bouillon gemacht. Sechs von den dreizehn Stammen wuchsen nun 
nicht mehr bei einem pn von 6,0, sondem nur noch bei einem solchen 
von 6,6 und gingen auch dann nach viermaligem Umsetzen ein. 

Da der Sauregrad der Nahrfliissigkeit immer genau gepriift wurde 
und andere, gleichzeitig in die Saurebouillon iibergeimpften St&mme — 
auch die, die sich erst vor kurzem an ein pu von 6,0 gewohnt hatten — 
nicht beeinfluBt worden waren, konnte die Erscheinung nicht mit 
zunehmender S5urekonzentration zusammenhangen. Offenbar wirkte 
die Essigsaure auf die Organismen besonders giftig, wenn sich diese 
langere Zeit in einer damit versetzten BoiuUon aufhielten. Bei 
dem Versuch mit buttersaurer Bouillon war dies nicht fest^usteUen, 
so daB also die Essigs&ure auf die Dauer einen schadlicheren EinfluO 
ausilbte s.ls die Butters4ure, die doch als sehr giftig bekannt ist. 
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Eine Beziehung zwischen don verschiedenen Coli- und co{»4hnlichen 
Gruppen und ihrexn Verhalten in der essigsauren Bouillon lieB sich nicht 
feststellen, da sowohl typische Coli-Stamme (Nr. 22 und 33) als auch 
Vertreter aller anderen Gruppen darunter waren. Nur die beiden 
St4mme Cdi Hoar und Nr. 307 konnten sich auf die Dauer bei einem 
Pk von 6,0 in dieser Nahrfliissigkeit gut halten. 

Sowohl die St&mme, die mit der Zeit eingingen, als auch die librigen 
wurden nach zehnmaligem tTberimpfen auf ihre Eigenschaften hin 
genau gepriift. In morphologischer Hinsicht waren bei keinem der 
Stamme merkliche Veranderungen eingetreten. Auch physiologisch 
zeigten die Organismen im groBen und ganzen ungeschwacht dieselben 
Merkmale wie vorher. Ihr Verhalten in gewohnlicher Nahrbouillon, 
in Milch, in der Voges-Proakauer-, der Ao^erschen Citrat- und in 
der Harnsaurelosung sowie auf Gelatine blicb in jedem Falle un- 
verandert. 

Nur in der Gas- und Saurebildung auf zuckerhaltigen Nahrboden 
waren bei manchen Organismen Abweichungen bemerkbar. Die echten 
ToZi-Stamme, mit Ausnahme von B. coli Hoar und Stamm 15, der 
sich schon bei den tJntersuch ungen liber die pH-Orenze genau so wie 
die ausgesprochenen CoZi-Arten verhalten hatte, zeigten in dieser 
Hinsicht deutlich kraftigere Eigenschaften. Stamm 15 hatte sich 
aUerdings nur in den mit organischen Saurcn angesauerten Bouillon- 
arten veiandert. Die verstarkte Gas- und Saurebildung erwies sich 
bei Fortziichtung der Organismen auf neutralem Bouilloaschragagar 
und wiederholter Priifung ihror Eigenschaften als konstant. Dagcgen 
ging den beiden stark atypischen Stammen 260 und 261 bei Jangerem 
Aufenthalt auf BouiUonschragagar die kraftige Schieimbildung, die 
sie nach der Einwirkung der Sauren gezeigt hatten, rasch verloren. 

Die am Leben geblicbenen Stamme wurden weiter bis zum 14. Male 
in der sauren Nahrfliissigkeit umgesetzt. Bei eingehender Priifung der 
Organismen nach dieser Behandluug waren keinerlei Veranderungen 
gegeniiber den Kulturen nach zehnmaligem Umsetzen eingetreten. 
Auch die Organismen, die sich nach dem achten Obeiimpfen an einen 
hoheren Sauregrad angepaBt hatten, zeigten nach 14maligem Umsetzen 
keino anderen Veranderungen wie die Stamme, die schon ohne Ge- 
wohnuAg bei einem niedrigeren pn-Wert gewachsen waren. 

Aus den vorliegenden Versuchen geht also mit Deutlichkeit hervor, 
daB es durch langeres Foitziichten von Coli- und coZiahnlichen Bakterien 
in Bouillon, die mit anorganischen oder organischen Sauren anges&uert 
wurde, nicht gelingt, eine Umwandlung der Organismen zu erzielen. 
Im wesentlichen hatte sich bei einigen von ihnen nur die Gas- und 
Saurebildung verst&rkt. 
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Die Ansicht von C, HiUtig (17) (18), daB bei der Einsd.uertmg von 
griinen Pflanzen ein Teil der Milchs&urebakterien durch Umwandlung 
dor auf diesem Material sehr zahlreich vorkommenden CoU- und coli- 
ahnlichen Organismen „entstehen“, kann nach dem bier Gesagten 
ebensowenig wie aiif Grund der friiher mitgeteilten tJntersuchungs- 
ergebnisse [G. Ruschmann und W. Meyer (26)] bestatigt werden. Irgend- 
eine Ver&nderung hatte sich sonst bei diesen Versuchen an den Bakterien 
sicher beobachten lassen. Das schnelje Verschwinden von B. coli 
erklart sich vielmehr durch das tJberhandnehmen der Milchsaure- 
bakterien und die fortschreitende Sauerung, infolge deren die coZi- 
ahnlichen Bakterien immer mehr unterdriickt werden. Die Milch- 
saurebakterien erscheinen auf den PlattenguBkulturen deshalb nicht, 
weil sie neben den zahlreichen iibrigen Bakterien und Pilzen im 
frischen Putter sehr in der Minderzahl sind. 

D. Coli- und colifthnliche Bakterien in Mischkultur mit Mllchsfture- und 
Essigsilnrebakterien. 

Bei den folgenden Versuchen handelte es sich um die Frage, bis 
zu welcher Grenze die GoZf*-Stamme die Sauerung des Nahrmediuras 
vertrugen, wonn die Sauren durch Qarung darin entstanden, und welche 
Veranderungen sie dabei zeigten. tJber die bisherigen Ergebnisse auf 
diesem Gebiet vergleiche man die bereits besprochenen Angaben von 
C. E. Cahn-Bronner (7), K. Scheer (28, 29), K.G. Dernhy (10), L, Michac- 
Us und Marcora (23), K. Brilnn (6), K. Ishimori (19), H. Brauri und 
C. Cahn-Bronner (5) und M, Loweneck (21). 

I. Versuche mit Milchsaurebakterien. 

a) V ersuchsanordnung . Zur Erzielung einer kraftigen Milchsaure- 
garung wurden bei diesen Versuchen B, cucumeris fermentati und als 
Nahrfliissigkeit sowohl Maische ohne Kreide mit einem Ph von 5,5 als 
auch neutrale Traubenzuckerbouillon verwendet. In Vorversuchen 
konnte zunachst festgcstellt werden, daB B. cwinrneris fermentati in der 
Maische schon in 1 Tage eine Sauerung bis zu einem pn von 3,2 und in 
der Traubenzuckerbouillon eine solche bis zu einem pu von 4,8 hervor- 
rief . Nach 2 Tagen war das pn in der zuletzt genannten Nahrlosung 
bis 4,2 und nach 4 Tagen bis auf 3,8 gestiegen. Fiir die Coli- und 
coZiahnlichen Stamme betrugen die entsprechenden Werte fiir die 
Maische 4,8 und fiir die Traubenzuckerbouillon 5,9, 4,9 bis 5,0 und 4,7. 

Von den zur Verfiigung stehenden Sttoimen wurden in diesem Versuoh 
neben B, coli Haar der ty^pische CoZ^-Stamm 307, B, coli anindolicum Nr. 15, 
Bact. coli var. luteoliquefaciens Nr. 26 \md Bact» herbicola Nr. 260 benutzt. 
Da sich der Versuch auf mehrere Tage erstrecken sollte, wurde sowohl 
von der Maische als auch von der Traubenzuckerbouillon fiir jeden Tag 
imd jeden Stamm ein besonderes Rdhrchen benOtigt. 
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Alle Versuchsrdhrchen wurden zim&chBt mit je einer kleinen Ose voll 
einer 24 Stiinden alien Maischekultur von B. cucumeria ferrmntati beimpft. Als 
Impf material fiir die Coli^ und co/i&hnlichen Stamme dienten 24 Stimden 
alte, gut angewachaene Bouillonagarkulturen, von denen mit 6 ccm sterilen 
Leitungswassers gleichm&fiige, gut getriibte Abschwemmungen hergestellt 
wurden. Hiervon gelangte wiederum eine Ose voll in die Rohrchen. Es 
wurden also fiir die sechs verschiedenen Tage, an denen eine Untersuchung 
vorzunehmen war, von jedem CoZi-Stamm je einMaische- imd einTrauben- 
zuckerbouillonrdhrchen angesetzt. 

b) Versuchsergebniaae, In Tabelle IV, in der nur etwas iiber die 
Art der Sauerung und das Verhalten der einzelnen Organismen gegen- 
iiber den Sauren gesagt wild, sind die Ergcbnisse zusammengefaOt 
worden. Auf morphologische und physiologische Angaben iiber die Coli- 
und co/iahnlichen Stamme konnte verzichtet werden, da sich in dieser 
Richtung keinerlei Unterschiede zwischen den von ncuem isolierten 
Organismen und den Ausgangsstammen ergaben. 

Zunachst iat aus Tabelle IV ersichtlich, daB die Sauerung der 
Mischkulturen im Vergleich zu der durch B. cucumeria fermerUati im 
Vorversuch anfanglich etwas geringer war. Die pn-Zahlen der beiden 
Nahrlosungen fiir die Mischkulturen liegen um 0,2 bis 0,3 Einh. hoher. 
Zwischen dem End-pn der einzelnen CoU- und der Mischkulturen 
bestehen dagegen erheblich gioBere Unterschiede, aus denen hervorgeht, 
daB in den Mischkulturen stets hohere H-Ionenkonzentrationen herrschen 
als in den Reinkulturen der CoZt- Stamme. B. cucumeria fermentati wird 
demnach in seiner Lebenstatigkeit durch die Gegenwart von B. coli 
etwas gehemmt, entwickclt sich aber andererseits so schnell, daB die 
Begleitorganismen infolge der Sauerimg zugrunde gehen miissen. 

1, Maiachekultvren, Viel interessanter als die genannten Ergebnisse 
ist das Verhalten der ToZe-Stamme in den Mischkulturen. In der 
Maische, in der die Sauerung sehr rasch vonstatten geht, sind, wie die 
PlattenguBkulturen zeigten, bereits nach 1 Tage Stamm 260 (B, her- 
bicola) und 26 (B. luteoliquefaciens) abgestorben, wahrend die librigen 
sich noch gehalten haben. Am zweiten Tage ist Stamm 15 (B. anindo- 
licuw) eingegangen, und nur die typischen Coli-Axten sind noch lebens- 
fahig. Am fiinften Tage erscheint auch B. coli Haar nicht mehr auf den 
Plattenkulturen. Stamm 307 dagegen, der bei den fruher beschriebenen 
Saureversuchen den hochsten Sauregrad aushielt, erweist sich auch 
hier am widerstandsfahigsten. Er war erst am siebenten Tage ab- 
getotet. 

2, TraubenzuckerbouUlonkuUuren. Ein etwas anderes Bild bieten 
die Traubenzuckerbouillonkulturen. Die Sauerung schreitet bei ihnen 
verhaltnismaBig langsam vorwarts, wodurch den Organismen die 
Moglichkeit gegeben wird, sich besser an die Verhaltnisse anzupassen. 
Bis zum neunten Tage bleiben aJle Stamme mit Ausnahme des 
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Stanunes 26, der sicb friiher schon als sehr empfindlich gegemiber 
S6uren gezeigt hatte, am Leben. Fiir diesen liegt die durch Mlchsaure- 
g4rung hervorgenifene pn-Grenze, die noch einigermaBen vertragen 
wild, 4hnlich wie bei den friiher beschriebenen Versuchen bei 5,0. Am 
zweiten Tage, an dem die Wasserstoffionenkonzentration bereits ein 
joh von 4,4 erreicht hatte, wftchst dieser Stamm auf den KontroU- 
platten nicht mehr. In den 14 Tage alten Kulturen waren bis auf den 
typischen Stamm 307 alle Coit-Arten abgetotet worden. Die 
Widerstandsfahigkeit gegen Saure, die Stamm 307 stets auszeichnete, 
trat auch bier wieder klar zutage. 

Wie schon erwahnt, batten sicb durch das langsamero Ansteigen 
des Skuregrades die Organismen in Traubenzuckerbouillon so weit den 
imgiinstigen Verhaltnissen angcpaBt, daB sie auffaUend lange Zeit 
lebensfabig bUeben und ein pn aushielten, das sie unter anderen Um- 
standen nicht vertragen batten. In Maische liegen die Verhaltnisse 
deshalb ungiinstiger, weil sie durch die Milchsaurebakterien schneller 
angesauert wird. Auch fehlen hier die EiweiBabbauprodukte, die in 
der Bouillon neutralisierend und puffemd wirken. Eine Antibiose 
zwischen B. coli und Milchsaurebakterien, wie sie 0. Qratz beschreibt, 
ist bei den Versuchen nicht beobachtet worden. Das friihere oder 
spktere Absterben der Versuchsstamme beruht vielmehr auf dem hohen 
Sauregrad, der in der Nahrfliissigkeit schlieBlich erreicht wird. 

Ob es moglich ist, die Coli- und coitahnlichen Bakterien allmahlich 
an die gemeinsame Kultur mit den Milchsaurebakterien zu gewohnen, 
lieB sich nicht nachweisen, da sie beim Umsetzen aus der angesauerten 
Nahrlosung in gewohnliche Maische oder Traubenzuckerbouillon nicht 
mehr wuchsen. Schon nach 1 Tag waren sie durch die Milchsaure- 
bakterien vollig unterdriickt worden. 

II. Versuche mit Essigsaurebakterien. 

a) Verauchaaiwrdnung, Ein ahnlieher Versuch wie der vorangehende 
wurde auch mit Essigsaurebakterien angestellt. Als Erreger der Essigsaure- 
garung diente uns Bacterium ascendcna, das sich in Bierwiirze mit 2% 
Alkohol schnell entwickelt und darin eine kraftige Essigsaurebildung hervor- 
ruft. Wie ©in Vorversuch zeigte, vermehren sich auch die CcZi-Stamme in 
dieser Nahrldsung gut, so daB sie sehr geeignet fiir die Untersuchungen ist. 
Es wurden dieselben Coli- und coimhnlichen Stamme wie vorher gepriift. 
Wegen des groBen Sauerstoffbediirfnisses von B, ascerkdens kamen je 12 ccm 
Nahrl5sung in 100 ccm Erlcnmeyer-K.6\hohe>n, wodurch ©in© niedrig© Fliissig- 
keitsschioht mit groBer Oberflache erzielt wurde. Die Beimpfung der 
Bierwiirze mit den verschiedenen Organismen geschah in derselben Weis© 
wie im Versuch mit Milchsaurebakterien. 

b) Versxtchsergebnisae, Tabelle V zeigt wiederum nur das Ver- 
halten der Coif-Arten gegeniiber der Saure, da sie in morphologischer 
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Mischkultur von Coli- und coZi&hnlichen Bakterien mit 

B, aacendens. 


Anlage desVersnches 

Wflrze mit 20/o Alkohol ; 
Au8gang8-pH = 6,8 

Anlage des Versnohes 

Wflrze mit 
20/o Alkohol; 
Ansgangs- 
Ph = 6.8 

B. awendent* 
mit Stamm 

Prlifangr 
del Knltor 

Ead-pH 

Zahl der Colt- 
Kolonlen aaf der 

B, at- 
cendens 

Prttfung 
der Kaltar 

End-pH 

Nr. 

nacb Tagen 

Bonillonagarplatte 

nach Tagen 

15 

1 

6,1 

sebr viele 

allein 

1 

6,0 

26 

1 

6,1 

0 

» 

1 

6,0 

260 

1 

6,1 

viele 

n 

1 

6,0 

807 

1 

6,1 

sehr viele 

n 

1 

6,0 

B. coli H. 

1 

6,1 


n 

1 

6,0 

15 

2 

5,6 

» 

„ 

2 

5,6 

26 

2 

5,6 

0 


2 

5,6 

2&) 

2 

5,6 

viele 


2 

6,6 

807 

2 

5,6 

sehr viele 


2 

5,6 

B coli H 

2 

5,6 

10 

y> 

2 

6,6 

15 

3 

4,7 

19 

n 

3 ' 

4,5 

26 

3 

4,7 

0 

„ 

3 

4,5 

260 

3 

4,7 

3 

„ 

3 

4,6 

807 

3 

4,7 

21 


3 

4,5 

B coli H, 

3 

4,7 

0 

n 

3 , 

4,6 

15 

4 

3,9 

0 

ff 

4 > 

4 < 

3,9 

26 

4 

3,9 

0 

„ 

' 3,9 

260 

4 

3,9 

0 

w 

4 1 

3,9 

807 

4 

3,9 

0 

n 

4 ' 

1 3,9 

B. coli H. 

4 

3,9 

0 


4 1 

' 3,9 


und physiologischer Beziehung keinerlei Veranderungen aufwiesen. 
Durch das langsame Ansteigen der Wasserstoffionenkonzentration 
infolge der Essigsaurebildung wird offenbar eine Anpassung der Stamme 
an hohere Sauregrade errcicht. Die unterste pn-Grenze, bei der noch 
Keime der einzelnen Stamme auf den BouillonagarguBplatten auf- 
traten, lag bei 4,7, also deutlich niedriger als in der mit Essigsaure 
versetzten BouiUon des ersten Versuches, in dem Wachstum nur bis 
zu einem pn von 6,0 eingetreten war. 

Auffallend ist, daB neben Stamm 26, der bereits nach 24 Stunden 
unterdriickt wurde, der Vergleichsstamm B, coli Hoar die geringste 
Widerstandskraft gegen Essigsaure aufwies. Er war schon am dritton 
Tage bei einem p^ der Nahrlosung von 4,7 abgestorben, wahrend die 
drei ubrigen Stamme erst am vierten Tage, an dem der Sauregrad ein 
Ph von 3,7 bis 3,9 erreicht hatte, aus den Kulturen verschwtmden waron. 

Die Essigsaure wirkt, wie aus diesem Vorsuch wieder klar hervor- 
geht, schadlicher als die Milchs&ure, von der erheblich hohere Saure- 
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grade vertragen wurden (Milchsaure: pn = 3,7, Essigsaure: p^. = 4,7). 
Die Organismen halten sich auBerdem in der Nahrlosimg mit der Milch- 
s&uregHrung langer als in der mit dor Essigsanregarung. 

III. SchluBfolgerungen. 

Es ist von praktischem Interesse, die Ergebnisse der beiden Versuchs- 
reihen mit der kiinstlichen und biologischen Ansauenmg der Nahr- 
fliissigkeit in Beziehung zu bringen zu den Vorgangen bei der Ein- 
sd>uerung von Griinfutter. Wenn dem Futter zur Konservierung Sanren 
zugesetzt werden, gehen die Coli- und colmhnlichen Keime, falls das 
pn Jange genug untor der Wachstumsgrenze (4,5) bleibt, mit Sicherheit 
zugrunde. Nimmt aber dieaer Sauregrad infolge Absorption der Sauren 
durch die Pflanzenmasse zu schnell wieder ab, so geniigt die kurze 
Einwirkung zur Vernichtung der schadlichen Organismen nicht, sondem 
wird erst durch die folgende Milchsauregarung erreicht. 

Etwas anders liegen die Verhaltnisse bei der Einsauerung von Futter 
ohne Saurezusatz. Hier geschieht die Unterdriickung der schadlichen 
Flora allein durch die auf biologischem Wege entatehende Saure. Der 
Vorgang dauert in diesem Falle etwas langer als beim Saurezusatz, da 
die Baktorien durch Anpassung cinigc Zeit sogar Sauregrade bis zu 
einem pa von 3,3 aushalten. Jo langsamer die Sauerung fortschreitet, 
um so weniger ist im allgemeinen damit zu rechnen, daB die coZtahnlichen 
Organismen aua dem Futter ganz verschwinden, selbst wenn verhaltnis- 
maBig hohe Sauregrade erreicht werden. 

£• ZusammenfasBung. 

Untersuchungen iiber die Frage, bis zu welchem Sauregrad (ph) 
die von griinen Pflanzen stammenden Coli- und co^mhnlichen Bakterien 
in einer mit anorganischen oder organischen Sauren versetzten Bouillon 
noch wachsen, ergaben folgendes: Der hochste Sauregrad wurde von 
den Stammen vertragen, die dem typischen B. coli nahe kommen oder 
identisch mit ihm sind. Je mehr sich der Organismus in seinen Eigon- 
schaften von dem t 3 rpischen B, coli entfernte, um so geringer war seine 
Widerstandskraft gegen den EinfluB der Saure. 

AJlgemein wirkten die Mineralsauren weniger schadlich als die 
organischen Sauren, von denen nur Milchsaure eine gewisse Ausnahme 
machte. Salzsaure und Phosphorsaure, die bis zu einem pu von 4,5 
bis 5,0 vertragen wurden, hatten verhaltnismaBig den geringsten EinfluB 
auf die Bakterien. Es folgten dami Milchsaure, Salpetersaure, Schwefel- 
skure und Weinsaure mit einer pn-Grenze, die zwischen 5,0 und 5,6 
lag. Daran schlossen sich Oxalsaure, Ameisensaure und Essigsaure, 
bei denen ein pn von 5,6 bis 6,6 die unterste Wachstumsgrenze fur die 
Archly fttr Mikrobiologie. Bd. 6 . fU 
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Organismen darstellte. Die schadlichste Wirkung zeigte Buttersllure, 
die ein Teil der Stamme uberhaupt nicht vertrug und ein anderer nur 
bis zu einem pn von 6,0 bis 6,5. 

Durch haufigeres TJmsetzen gelang es in einigen Fallen, die Organis- 
men an die ungiinstige saure Nahrldsung zu gewohnen und die Wachs- 
tumsgrenze zu verschieben. Fine Veranderung der morphologischen 
und physiologischen Eigenschaften durch den langeren Aufenthalt der 
Bakterien in der sauren Losung konnte in keinem einzigen Fall beob- 
achtet werden. 

Die Grenze fiir die Iicbensfahigkeit der CoU- und coZiahnlichen 
Bakterien in milchsaurer oder essigsaurer Losung erhohte sich be- 
trachtlich, wenn die Saure durch Verg&rung von Zucker oder Alkohol 
in der Nahrfliissigkeit auf biologischem Wege erst entstand. Infolge 
des langsamen Ansteigens der Wasserstoffionenkonzentration trat eine 
Anpassung der Organismen an die ungiinstigcn Verhaltnisse ein. 

Die ph- G renze lag in Maische ohne Kreide bei 3,3, wenn in die 
Nahrlosung als Erreger der Milchsaurcgarung B. cucumeris fermentati 
neben B. coli geimpft wurde. Bei Benutzung von Traubenzuckerbouillon 
statt Maische betrug die pH-Grenze 3,7. Da die Sauenmg in der letzt- 
genannten Losung langsamer verlief, blieben die coZmhnlichen Organis- 
men langer darin am Leben als in Maische. Fiir die Essigsaurebildxmg 
wurde B. ascendens in Bierwiirzo mit 2 % Alkohol in flacher Schicht 
bonutzt. In diesem Falle liefien sich die CWt-Arten noch nachweisen, 
nachdem die Wasserstoffionenkonzentration auf pn 4,7 gestiegen war. 
Veranderungen morphologischer oder physiologischer Art konnten 
auch hier an den Bakterien nicht festgesteUt werden. 

Da den coZiahnlichen Bakterien als Schadlingen bei der Einsauerung 
von Pflanzenmaterial groBe Bcdeutung zukommt, sind die Ergobnisse 
Tiber die Widerstandsfahigkeit der Bakterien gegeniiber den organischen 
imd anorganischen Sauren auch fiir die Praxis von Wichtigkeit. 

Dem Landwirtschaftsministerium sprechen wir auch an dieser Stelle 
unseren besten Dank fiir die Bewilligimg von Mitteln zur Durchfiilirung 
der Arbeit aus. 
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Sur le facteur de eroissance du germe de bl^. Son extraction 
par I’ac^tate de plomb et son action sur nn champignon. 

Par 

W. H. Schopfer. 

Avec 1 figure dans le texte. 

(Eingcgangen am 20. August 1934.) 

Au cours de nos recherches sur la culture en milieu synth^tique de 
Phycomyces blakesleeanus (1930 — 1934) nous avons montr6 que sur divers 
milieux rigoureusement synth^tiques, ce champignon ne pouvait pas se 
d^velopper; la germination des spores est possible, mais les boyaux de 
germination ne se d^veloppent pas. (Milieu constitu6 par du maltose puriss., 
de I’asparagine, du sulfate de magnesium, du phosphate aeide de potassium). 
A ce milieu, qui q\iantitativement est suffisant, il faut adjoindre un facteur 
de eroissance qui, comme impuret^, est joint certains Pliant illons de 
maltose du commerce, obtenus par hydrolyse de la f^cule de pomme de terre 
(1930); ce facteur a 6t6 retrouv6 par nous dans la levure, les extraits alcoo- 
liques de levure. les extraits concentre de levure (d’aprf»8 la m(?ithode 
d'Osbome et Wakemann, 1931 — 1932), dans le germe de bl^ (1932), dans 
les pollinies d'Orchidees (1934), dans le pollen d’un certain nombre de fleurs 
(1934). II n’est pas identifi^ chimiquement; un grand nombre de substances 
connues, amines, acides amines etc. ont essay^as; aucime ne pent se 
substituer k ce facteur de eroissance. Celui-ci est thermostable, semble 
de nature azot^e; il r^iste aux alcalis et n’est pas d^truit par les rayons 
ultra-violets; il est fortement adsorb^ par le noir animal et faiblement par 
la terre k foulon; il passe au travers des ultra-filtres les plus fins. 

De plus, Phycomyces est tr^ sensible k I’influence des vitamines 
cristallis^ pures B 1 et B 2 (1934)^, plus fortement k celle de la B 1 
qu’4 celle de la B 2. Une quantity de 0,0005 y de vitamine B 1 par cem de 
milieu de cultpre suf fit pour activer ce dernier et produire ime r^colte abondante 


^ Nous remercions vivement Messieurs les Professeurs Windaus et 
Kuhn de nous avoir fait parvenir des 6chantillons de leurs vitamines cri- 
Btallis4es. 
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alors qu’^ son absence il ne se produit rien. H ne semble pas que dans ces 
ph^nom^nes, un Electrolyte k I’Etat de trace et k action catalytique joue 
un r61e primaire. Dans nn travail rEcent, Wassink (1934) confirme com- 
plEtement nos rEsultats en ce qui conceme Taction d’lm facteur thermostable. 
II montre que sur divers milieux 85 nathEtiques, la culture de Phycomyces 
est impossible. 

En nous basant sur les caracteres de thermostabilite genEralement 
admis (vitamine B 2 et bios beaucoup plus thermostables que la vita- 
mine B 1) nous avions pose comme hypothEse de travail qu’il pourrait 
s’agir d’une substance de nature vitaminique, voisine de la vitamine B 1 
ou du bios (au sens que Ton donne habitueUement k ce terme) sans 
pour cela affirmer qu’il s’agisse avec certitude de Tune ou de Tautre 
de ces deux substances. A ce moment, nous n’avions pas de substances 
pures, cristallisees, mais seulement des extraits trEs concentres qui 
sans aucun doute, contiennent plusieurs facteurs, memo s’ils agissent 
k des doses trEs faibles (1 y par ccm de milieu pour Textrait concentrE 
de levure qui contient surtout la vitamine B 2, un peu de B 1 et d’autres 
facteurs). 

Dans une mEthode, nous faisons k Tautoclave ime extrait aqueux de 
germes; par Talcool (dans lequel le facteur est soluble) et TEther (dans lequel 
le facteur n’est que peu ou pas soluble) nous Eliminons ime grande p£u*tie 
des protides et des lipides. On peut Egalement dEfEquer par Tacide trichlor- 
acEtique et neutraliser (1934). A partir du filtrat concentrE dans le vide 
(Talcool Etant EvaporE) on peut par prEcipitation k Taide de Tacide phospho- 
tungstique et par dEcomposition du pr^ipitE par la baryte, concentrer le 
facteur actif et obtenir im liquide tres actif, quoique tres pauvre en rEsidu 
sec; dans Textrait non traitE, le rEsidu sec est de 18,2%, apres traitement 
par Tacide phosphotungstique il tombe k 0,24% (1932). 

Une technique plus simple consiste k placer simplement les germes 
dans de Teau k 0®; apres quelques heures de dialyse, Teau est fortement 
enrichie en facteur de croissance (1934). 

En se basant sur ime technique de Narayanan et Drurnrnond (1930), 
qui sera dEcrite plus loin, Wassink indique qu’il peut sEparer le facteur 
actif k partir de la levure et que la substance dont nous avons dEcouvert 
Taction ne serait pas autre chose que le bios (cette conclusion Etant liEe 
k Texactitude de la technique de Narayanan et Drummond). Cette technique 
est basEe sur Taction de TacEtate de plomb qui prEcipite la vitamine B 2 
(produit actif sur Tanimal, mais pas sur la levure), tandis que le bios (actif 
sur la levure et pas sur Tanimal) reste en solution. 


Extraction du facteur de croissance ^ partir des germes de blE. 

En partant des germes de blE nous avons utilise cette technique, 
modifiEe par Wassink. Les germes de blE sont absolument purs, prives 
de toute farine, semoule ou son (fournis par les minoteries de GenEve- 
Plainpidais). La marche des opErations est la suivante: 
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SOOgrammeB de germea seca j 

traitea deux iois avec 1 litre d’aloool 
k 70 ®, puia 8 fois avec litre 
d’aloool a 60 ®. 


evaporation dans le vide (a froid ae fait un depot jaune) 

I 

filtration (extrait primitif ; liquide 1 ) 

I 

precipitation par Ba(OH)2 {pr 6 cipiU 1 ) 

I 

neutrabsation par H2SO4 

filtration (ultrafiltre) [liquide 2 (pn 6,8)] 

I 

precipite par acetate de plomb {precipite 2 ) 

I 

filtration 


precipite 

suapenaion dana I’eau 
chaude 

I 

ebmination du plomb 
par H2SO4 

neutraliaation par NaOH 

concentration dana le 
vide 

I 


le liquide contient la 
vi taui me B 2 {li guide 5 ) 


filtrat 

plumb elimino par H2S 
filtration 


evaporation dana le vide 
(airop concentre) 


ropriae par Falcool 


evaxiuration liquide S 


precipite de aulfure 

I 

decompoaition par 
HaSO^ 

I . 

neutraliaation jiar 
NaOH 

I 

filtration 

I 

elimination du aulfate 
de aoude 
+ 

concentration 


precipitation par Facide phoa- 
Xihotungatique, le airop 
contenant le bioa etant diaaout 

dana H2SO4 a 5 % (precipite 3 ) 

decompoaition du precipite riar 
Ba(OH)a 

neutraliaation par H2SO4 


filtration de BaS04 


concentration 




_ (liquide 4 ) 


le filtrat du precipite 3 eat egale* 
ment aloaliniae par Ba(OH)2* 
neutralia 4 par H2SO4; elimi- 
nation du precipite de BaS04. 

' Concentration. 




Sur le facteur de croissance du germe de bl^. 


606 


Nous en sonmies rest^ au stade du sirop concentre, car le traitement 
par Talcool redissout une grande partie du sirop et la precipitation par 
Tacide phosphotungstique ne semble pas enrichir notablement Textrait 
en facteur actif. 

En ce qui conceme la concentration de la vitamine B 2, les operations 
ont ete r^petees ime seconde fois afin d’61iminer du pr^cipite toute trace 
de bios. 

Le germe de bie contient un pigment soluble dans I’alcool, jaime citron 
vif. Par adjonction d’acide, il se d^ colore; apres alcalinisation il redevient 
jaune vif. 

Aprds precipitation par I’acetate de plomb, quoique le pr^cipite ait 
entraine une petite partie du pigment, le liquide reste jaime. 

Lorsqiie le filtrat de ce pr^cipite est traite par HjS, afin d’eiiminer le 
plomb, le liquide, primitivement fortement jaune, se decolore presque 
oompietement ; il semble que le pigment soit adsorb^ par le pr^cipite de 
sulfure. Pour observer si ce pigment poss^de aussi une activity comme 
facteur de croissance, nous Tavons libi^r^ par dt^composition du pr^cipit^ 
de sulfure (traitement par H2SO4 et neutralisation par NaOH; Elimination 
du sulfate de soude). 

Le liquide contenant le facteur de croissance de microorganisme se 
prEsente comme un sirop brun, analogue a I’extrait de malt; le liquide 
contenant la vitamine B 2 est fluide, jaunatre. 

Le sirop brim est dissout dans 100 ccm d’eau, correspondant k 800 g de 
gqrmes secs; Vio de cet extrait correspond k 0,8 g de germes de blE. 

Le liquide avec vitamine B 2 est 
ramenE a 40 ccm ; ^/lO de ccm correspond 
k 0,2 g de germes de blE purs. 

EesuHats obtemis. 

Seuls sont ossayea Ti xtrait pri- 
mitif (liquide 1), le liquide final 8 
contenant le bios et le liquide 5 
cont(*nant ia vitamine B 2. 

Phycomyce^ hlakesleeanus Bgf,^ 
souches Burge jf no. / [sexe( — )]. Poids 
de matiEre sEche aprEs 7 jours, dans 
30 ccm de liquide de Coons avec 10% 
de glucose puriss., 1 d’asparagine 
puriss., 0,6®/oo de sulfate de magnEsium 
puriss. pro. anal., l,5®/oo de phosphate acide de potassium puriss. Les 
extraits sont ajoutEs aux milieux et stErilisEs avec lui, k 115® pendant 
16 minutes (les deux facteurs sont thermostables). Culture en Erlennbeyerf^ 
(verre d’Jena) de 100 ccm. (Voir tableau IT et figure 1.). 

Partout dEveloppement abondant du mycelium aerien avec de 
nombreux gros sporangiophores aeriens et des sporanges noirs, miirs 
et bien formas. 

4 tEmoins sans facteur de croissance ne foumissent aucun dEve- 
loppement (1 E 3 mg de matiEre sEche). 



Production de matl^‘^e s^*che fen mg) 
en fonction de la teneur en extrait 
actif (en ccm) 
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Tableau II. 



®/ioo ccni 
mg 

Vio com 
rapr 

3/io cem 
mg 

8/io cem 
mg 

1 cem 
mg 

2 cem 
mg 

Extrait aqueux prim. 

Liquide 1 


102 

115 

128 

128 

168 

Precipite par Pacetate de 
plomb. Liquide 5 . . . . 

26 

36 

93 

108 

106 

1 100 

Non precipite par Pacetate de 
plomb. Liquide 3 . . . . 

94 

104 

1 

i 129 

1 139 

165 

118 

Vitamine cristallisee .... 

0,01 

0,02 

0,04 

0, 16 y par com m ilieu 

B 1 ( Windavs) 

56 

90 

104 

llll 




II semble done bien que Textrait aqueux qui est cense contenir le 
bios poss^de une haute activite, plus forte que celle de Textrait aqueux 
primitif qui doit contenir la totality des facteurs actifs. Par contre 
nous trouvons une activity non n^ligeable au precipite par Tac^tate 
de plomb, devant contenir la vitamine B 2. Afin d’^liniiner toute trace 
d’impurete (bios) nous effectuons une deuxi^me fois dans ce liquide 
une precipitation par Tac^tate de plomb (tableau III). Apr^s deux 
precipitations le d^veloppement est bien moindre, mais sup^rieur tout 
de m^me a celui que pr^sente le temoin. II se developpe un faible my- 
celium aerien, alors qu’il n’en apparait aucun dans le milieu contrOle. 


Tableau III. 



Temoin 

»/ioo cem 

1 ,0 corn 

®/io cem 

^/io cem 

1 cem 

2 cem 


mg 

mg 

mg 

j 

mg 

mg 

mg 

Apres 1 precipit. , . . 

0 

39 

64 

94 

99 

90 

67 

Apres 2 precipit. . . . 

0 

7 

8 

11 

11 

16 

92 


Infltience des svbstances adsorb^s par le pr^ipiti de sulfure de 
plomb (pigment) (tableau IV). II y a un faible developpement du 
mycelium aerien avec 1 et 2 cem d ’extrait. II n’est pas impossible 
que cette influence soit due k une petite quantity de facteur de croissance 
adsorbe dans le milieu ou se developpe le precipite de sulfure de plomb. 
De toute fa 9 on, il ne semble pcis que le pigment soit dou^ d’une activite 
particuli^re. 

Tableau IV. 


TCmoin 

i/io cem 

»/io cem 

1 com 

2 ocm pour 80 com de milieu 

mg 

mg j 

mg 

mg 

mg 

0 

B ] 

20 

36 1 

48 


On pourrait sur la base de oes resultats, afEirmer que la vitamine B 2 
n*a qu’une faible activity et que e’est le bios qui est responsable des 
faits observes. Cette conclusion qui est celle de Wassinh, nous semble 
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pr^matur^, car au coiirs de toutes ces operations, il n^est janmis 
fait mention de la vUamine B 1 qui est ^galement tres r^pandue et qui 
se trouve dans le germe de ble et surtout la levure. EUe ne pent ^tre 
d^truite au cours des operations que nous venom de d^rire. 

Ses propri^tes, qui sont maintenant clairement etablies sur la 
base des produits purs, cristallises, obtenus par Windaus et ses colla- 
borateui’s, ne laissent aucun doute : eUe est soluble dans Teau et Talcool 
aqueux; d’apres divers auteurs, c’cst dans Talcool a 70® que sa solubilite 
est la plus grande; c’est pr^cisement un alcool de ce titre qui est utilise 
au depart. EUe est insoluble dans Tether et le chloroforme ; eUe ne peut 
done etre entrain^ par Tether employe poui eliminer les lipides. EUe 
est adsorb^e par le noir animal, ce que nous observons pour le facteur 
contenu dans le germe de ble; elle est egalement adsorb^ par la terre 
k foulon d’ou Ton peut pratiquer Telution par la baryte (Jansen et 
Donath, van Veen). Ces proc^es se retrouvent dans la technique que 
nous utilisons. EUe est precipit^ quantitativement par Tacide phospho- 
tungstique, ce que nous observons egalement pour le germe de ble 
dans notre technique primitive. EUe ne precipite pas par le nitrate 
d ’argent, mais est precipitee par le chlorure de mercure en solution 
aqueiise et en presence de carbonate de sodium. Elle n^est pas pricipitie 
par Volitate de plomb. Cette derni^re caract^ristique montre clairement 
que la vitamine B 1 se retrouve dans le sirop final cense contenii‘ le 
bios ainsi que dans le precipite final par Tacide phosphotungstique. 
D ’autre part nous avons montre experiment alement que la vitamine B 1 
cristaUisee ( U indaus) est Ic produit qui est le plus actif sur Phycomyces. 
II est done indiscutable que la technique que nous avons appliqu^, 
apres Narayanan, Drummond et Wassink ne permet en aucun cas 
d’imputer au mystcrieux bios les phenomenes observes par nous^. 

Si le bios existe rwllement, il faudrait trouver une technique 
diff^rentieUe permettant, a partir des extraits finaux obtenus a Taide 
de la methode citw, de separer la vitamine B 1, connue, du bios inconnu. 

Les resultats obtenus avec la vitamine B 1 cristaUis^ de Windaus 
sont tels, les doses actives sont si faibles, qu’il est difficUe de faire 
inter venir lui impurete de second ordre jointe a cos cristaux. Parmi 
les caraotdristiques de la vitamine B 1, observee avant la decouverte 
de Windaus, sur des preparations impures, on a cite une adsorption 
possible par les sulfures de plomb et d’argent, par le sulfate de plomb 
et de baryum. Ces resultats sont inconstants et nous ne pensons pas 
qu’au cours de notre technique, ils puissent contribuer faire dis- 
paraitre la vitamine B 1 (le sulfate de plomb, de baryum, ainsi que lo 
sulfure de plomb y interviennent). 

^ Pour les propridtds de la vitamine B 1 voir: Windaus (1931 — 1932) 
et Simonnet (1933). 
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Extraction du factenr de croissance k partir de la polissnre de rli. 

Nous avions indiqud en 1932 que la polissure de riz foumit 
par simple traitement aqueux un factem agissant sur le ddveloppement 
veg^tatif et s\ir les manifestations de la sexuality (formation des zy- 
gotes) de Phycomyces (cultures en boites de P^tri) (tableau V). Le 
mycelium a^rien, a la surface de la culture est tr^s d^velopp^; la ligne 
de zygotes est Tune des plus denses que Ton puisseobtenir, m^me compare 
a un milieu naturel. 

Tableau V. 

a) Polisaures non trait^es, brutes. 
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Dans les deux essais, developpement abondant du mycelium adrien. 
Malgr^ que cette preparation ne represente pas une substance pure, 
definie, son action se rapproche de celle de la vitamine B 1 eristaUisee. 
Nous ne savons pas si ce produit contient un facteur de croissanee 
particulier aux microorganismes ; connaissant Tactivite de la vitamine B 1 
cristallisee, nous pouvons rapporter a cette derniere les phenomenes 
observes. 

Les caracteres de thermostabilite permettent-ils d’attribuer a la 
vitamine B 1 les phenomenes observes ? On admet que la B 1 est la 
moins thermostable de toutos les vitamines B. Cependant la totalite 
de donnees relatives a ce caractere sont obtenues a Taide de produits 
impurs, souvcnt meme sur la matiere premiere contenant la vitamine 
en question. Elies sont souvent contradictoires. D’autre part, dans 
un produit naturel, la vitamine est soit adsorbee, soit oombinee a une 
autre substance. Sa resistance a la chaleur peut etre tr^s differente 
de celle que presente le produit pur. II faut d’ailleurs distinguor entre 
Taction de la chaleur sechc et celle de la chaleur humide. Sherman 
et Orose obtiennent avec le jus de tomate les pourcentages suivants de 
destruction : 

4heures k 100«. 20% k 120®. 47% 

a llO^: 33% k 130«: 55% 

Lne chaleur s^che (120®) n’a aucune action sur les graines, tandis 
qu’en milieu humide, la vitamine B contenue dans les gi’aines est 
presqu’entierement detruite apres une heure (NietzescUy 1923). 

Nos milieux ne sont pas steiilisds a une temperature superieure 
a 120®. 11 est done tres improbable que la vitamine B 1 y soit com- 
plete ment detruite. Nous n’observons presqu’aucune difference entre 
les experiences dans Icsquelles la vitamine B 1 est sterilise avec le 
milieu et cedes ou elle est ajout^ apres la sterilisation. Un chauffage 
a 135® pendant 5 heures ne diminue que tr6s peu Taction de la vita- 
mine B 1 sur Phycomycea. Par contre un chauffage en milieu alcalin 
diminue Tactivite de plus de 80 %. 

Les caracleres de thermostabilite ne peu vent done nous enipecher 
d'attribuer tout ou partie des phenom^nos observes dans nos cultures 
Taction de la vitamine B 1. 

Conclusions. 

1. La technique bas^ sur Taction de Tacetate de plomb permet, 
k pai’tir du germe de blc, de concentrer un facteur de croissanee agissant 
avec intensity sur le developpement de Phycomycea en milieu s^nth^tique. 

2. Cette technique ne permet pas d’attribuer au bios, non isold, 
les ph^nom^nes obsei*ves, la vitamine B 1 n’etant pas precipitee par 
Tacetate de plomb, et son action a Tetat pur cristallise ^tant connu. 
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3. La m^me action s ’observe avec un extrait concentre de polissures 
de riz, apr^s adsorption du facteur actif par la terre foulon. 

4. Nous ne savons pas si dans les extraits de levure, de germe de bM, 
de pollen, c’est r^llement la vitamine B 1 seule qui agit et si elle est 
identique avec le facteur de croissanco de microorganisnie (facteur M) 
qui a fait Tobjet des recherches prec^dentes. Meme en ce qui conceme 
ce facteur aucune analogic certaine ne peut ^tre etablie avec le bios. 
II n’est fait aucune allusion a une identity toujours possible entre la 
vitamine B 1 et le facteur de croissance de microorganisme de la nature 
du bios^. 
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^ Tous les m^taux qui interviennent au cours de nos techniques (baryum, 
plomb) dont on peut supposer que des traces seraient pr^sentes dans les 
produits finaux, ont ete essay^s seuls. Ils n’ont aucune action positive. 
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Les Titamines cristallls^es B comme hormones 
de erolssance chez un mieroorganisme (Phycomyces). 

Par 

W. H. Sehopfer. 

Avec 12 figures dans le texte. 

(Eingegangen am 13. September 1934.) 

I. Introduction. 

Definition du facteur de croiasance. 

La culture d’un microorganisme en milieu d^fini necessite la 
presence d’une quantite suffisante d’aliments: d’une part il faut des 
matieres organiques carbouces et azotees indispenaables pour Telabo- 
ration de la matiere vivantc et pour la production d’energie, d’autre 
part dea aels mineraux agissant generalement a faibles doses. 

Cea elements constituent des aliments proprement dits, indispen- 
sables pour couvrir les besoins plastiques et energetiques du micro- 
organisme. Cea substances agissent quantitativement. 

II eat possible, dans certains cas tres favorables, d’etablir un bilan 
materiel et un bilan d’energie. Un bijan d ’azote par exemple doit 
indiquer une egalitc parfaite entre la quantite d’azote offerte par le 
milieu d’une part et, d’autre part, Tazote emmagasine par Torganisme 
et celui qui reste dans la culture. Un tel bilan s’etablit avec une precision 
satisfaisantc si Ton songe que Terreur est de moins de 1 % (Terroine 
chez Aspergillus Oryzae). 

Lo inenie bilan peut etre etabli en cc qui concerne Tenergie et ses 
echanges (avec certaines corrections). 

Connaissant le coefficient d’utilisation de Torganisme considere 
pour une substance definie, connaissant d’autre part le rendement 
energetiqiie (les conditions physiques externes etant constantes), on 
peut dire que toute modification apiK)rtw au milieu a pour resultat un 
changement previsible dans le poids de matiere vivante produite et 
dans I’energie que cette derniere renferme. Les lois les plus generales 
de la physiologic comparee s’appliquent aux microorganismes. 

Si par contre une substance, connue ou non, ajout^ au milieu en 
quantity infinitesimale (comparee aux aliments ordinaires) declanche 
un effet qui est sans rapport avec sa quantite et, pour ainsi dire, impre- 
visible, sans relation avec la loi d’action de masse, nous avons un facteur 
de croiasance. Cette substance ne doit pas intervenir directement dans 
le m^tabolisme du champignon; sa quantity est trop petite pour que 
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Ton puisse admettre une action plastique ou energ^tique. Elle ne pent 
intervenir que pour r^gler Tassimilation des substances banales qui sans 
elle ne sont pas ou mal assimil^s. La caracteristique fondamentale 
d’un tel facteur est qu’il agit a dose tr^s petite. 

Une definition theorique de ce genre englobe tons les facteurs de 
croissance proprement dits en les assimilant a des substances vita- 
miniques. Kemarquons que le terme envisage dans son sens le plus 
large peut aussi bien s’appliquer a des substances min^rales (ions 
metalliques a action catalytique), aux ions d’hydrog^ne qu’aux sub- 
stances organiques; cependant le terme de facteur de croissance au 
sens strict est le plus sou vent applique a des substances organiques. 

(J’cst un phenom^ne de ce geme que nous avons observe chez une 
Mucorinee, Phycomycea blakesleeanus. Sur un milieu rigoureusement 
synthetique constituo par des substances absolument pures, ce cham- 
pignon no se developpe pas du tout, memo avee un ensemencement 
massif (plusieurs millions de spores). Les germinations peuvent se 
produiro, mais le developpement ne progresse pas; il se forme tout au 
plus quelques flocons submerges en milieu liquide (poids sec de quelques 
milligrammes); en milieu solide agarise, il apparait un mycelium de 
surface tres clairseme; les gros sporangiophores aeriens ne se forment 
pas ou tout au moins restent tres clairsemes, avec de rares spoi’anges 
bien formes. De meme il ne se forme aucune zygote malgre le contact 
de deux myceliums de surface (+) et (— ). 

Milievjc utilise, 

Un grand nombre de milieux ont ossayc^s, mais sans succes. 

Milieu de Coons modifit^: Glucose (ou autre glucide) 10%; Asparagine 
U/oo; Sulfate de magn6feie 0,5®/oo; Phosphate acide de potasse 1,5 ®/qo. 

Milieu de Nielsen (utilise pour les facteurs de croissance chez Asper- 
gillus): Glucose 10%; Tartrate d’ammonium 10®/oo; Sulfate de magn<^*sie 
0,5®/oo; Phosphate acide de potasse 0,5®/oo; Chlorure de fer ^ 1 %, 10 gouttes. 

Milieu de Haulm acide et neutre selon les formules classiques. Le 
sucre est represents par du saccharose pur. 

Le milieu de Raul in k liase de sucre candi donne d’excollents rt'*sultats; 
il ne constitue pas un milieu synthetique rigoureux, car il contient diverges 
impuretes qui fonctionnent comme facteurs de croissance [Schopfer (20)]* 

Avec im melange defini d’acides amines, ou im peu d’uree, ou mieux 
encore un peu de peptone, on ameiiore la culture sans jamais atteindre le 
developpement observe sur un milieu naturel. Neumann avait dej^i observe 
(^u’une dose d’azote organique de 0,00005% sous forme de peptone ou 
d’uree permet le developpement en milieu artificiel k partir d’une seule 
cellule de levure. Lea peptones ne constituant pas des substances chimique- 
ment definies, il n’est pas impossible qu’elles contiennent im faeteur de 
croissance, bios ou autre; cette hypothese a deje. ete envisagee. 

Il est interessant de constater que les substances du milieu de Baulin 
telles que le fer, le zinc, le silicium, qui agissent comme acc616ratrices de 
croissance chez AspergiUus, sont ici sans action. 
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Si, par centre, au milieu synth^tique, est adjoint un facteur de 
croissance pr^ent dans ]a levure^ dans les extraits alcooliques de levure, 
dans les extraits concentres de levures, dans les germes de bl6, dans les 
poUinies d'Orchidies et dans le pollen de diverses fleurs ainsi que dans 
Turine, [Schopfer (15, 16, 18, 19)] on observe un d^veloppement 
extremement intense, tout specialement avec le germe de ble et avec 
la levure. Ce facteur se trouve joint egalement a certains echantillons 
du maltose du commerce, consideres comme purs. 11 s’agit r^llement 
d’un facteur de croissance, car il agit encore a Tetat de trace. ITn 
extrait concentre de levure, entierement soluble dans Teau agit a la 
dose de 1 y par cem de milieu de culture. Get extrait est loin de repre- 
senter une substance pure ; on peut done concevoir un poids de substance 
active encore beaucoup plus faible. 

L’action favorisante s’exerce aussi bien sur le developpement 
vegetatif que sur la formation des zygotes. 

Si, dans le milieu considere eomme synthetique, on emploie le 
maltose deKahlbaum, lesresultatssont excellents, tant en ce qui concerne 
le developpement vegetatif que les manifestations de la sexualite. Si 
Ton melange le maltose de Kahlhanm avec un autre ^chantillon de 
maltose inactif, de fa9on que le poids total soit tou jours de 10 g % on 
observe un developpement d autant meilleur que la proportion de 
maltose Kahlbaum est plus elevec [Schopfer (14) (15)]. 

Nature du jacteur de croissance. 

('ette substance no fut pas isolee. En ce qui concerne le maltose 
de Kahlbaum, nous avons supjiosc cpi’elle pourrait provenir de la levure 
quo Ton ajoute parfois b, la f^cule do pomme de terre afin de rendre 
Thydrolyse plus complete; nous ignorons si la fabrique Kahlbaum utilise 
ce precede; le fait est que seul le produit de cette maison pr^sente une 
activite particuliere. On peut par plusieurs cristallisations debarrasser 
ce sucre de sa substance active, Les cendres sont sans action. 

Cette substance semble de nature azot^e; elle est hydrosoluble, soluble 
Egalement dans Talcool aqueux et semble-t-il dans I’alcool absolu (d partir 
du germe). Elle passe au traversdos ultrafiltres les plus fins (Mombranfilter- 
Oesellschaft), elle est fortement thermostable et alcali -stable; elle resiste 
k I’action des rayons ultra-violets; elle est fortement adsorbt^e par le noir 
animal (Mcrck)^ faiblement par la terre k foulon. Malgre tons les essais de 
concentration, nous n’avons pas obtenu de produit cristallise; il est done 
impossible de tirer des conclusions en ce qui concerne la nature chimique 
de cette substance ainsi que sa paront6 possible avec d’autres focteurs de 
croissance. 

En se basant sur la nature du materiel de depart, nous avons 
suppose quo notre facteur pourrait se rapprocher soit du ,,bios“ au 
sens classique du mot soit de la vitamine B 2 (on ne connait aucun 
exemple certain de Taction de cette derni^re sur un vegetal), sans pour 
celit affirmer qu’il puisse s’agir avoc certitude de Tune ou Tautre de ces 



514 


W. H. Schopfer: 


substances ; les caract^res de thermostabilite (le bios et la vitamine B 2 
sont, d’apr^s les renseignements que nous donnent tous les traits de 
vitaminologie, plus thermostables que la vitamine B 1), permettent de 
faire cette supposition. D’autre part, les donnees g^n^ralement admises 
en ce qui conceme Tadsorbtion par la terre a foulon plaident egalement 
en faveur de cette hypothese. D’apr^s Random^ la vitamine B 1, B 2 
et le bios (vitamine d ’utilisation cellulaire) sont de moins en moins 
adsorbes par la terre a foulon. Or, notre substance Test justement tr^s 
peu. EUe n’est egalement pas adsorbee par la terre d’infusoires. 

Procedes d*extraction, 

Les precedes d’ extraction utilises ont 6te les suivants: a) Simple extrac- 
tion aqueuse, obtention d*\m extrait grossier. b) Extraction aqueuse, puis 
traitement k I’alcool et k I’^ther pour ^liminer une grande partie des protides 
et des lipides. c) Meme traitement, avec en plus une precipitation par 
Tacide phosphotimgstique et une decomposition du precipite par la baryte, 
d) Traitement complexe permettant de s6parer la vitamine B 2 du bios, 
selon Narayanan et ])rum,ond, et selon Wassinh (technique modifieo par ce 
dernier) (Schopfer, 24, 1934). II intervient au cours de cette technique une 
precipitation par I’acetate de plomb. Cette demiere nous permet de dire que 
I’un au moins des facteurs actifs dans le d6ve'loppement de Phycmnyces 
n’est pas pr^cipite par I’acetate de plomb. Nous avons montro que cette 
technique ne permet pas, avec certitude, de rapporter au bios les ph^nom^nes 
observes chez Phycornyces. 

Notre materiel de depart est habit uellement constitue par du germe 
de bie pui*. 

En partant de la polissure de riz on obtient egalement un facteur tres 
actif (Orypan du commerce, CIBA, Bale) intervenant k la dose de 0,2 y 
par cern de milieu de cultiire. A la ba^se de cette preparation se trouve un 
traitement par la terre k foulon qui adsorbe le facteur actif, suivi d une 
elution par la baryte et d’une precipitation par Tacide phosphotungstique. 
Cette methode est utilisee en vue de la preparation d’un concentre de vita- 
mines B. 

Disons encore que Taction catalytique d’une substance minerale a ete 
tres soigneusement examinee: une telle substance ne semble pas devoir 
intervenir tout au nioifis d'u^ie fnaniere priinaire, 

L’hypothese de depart est done la suivante; existence d’un facteur 
de croissance activant le developpement de Phycomyces, de nature 
organique; action analogue a colle du ,,bios“, possibilite de Texistence 
de plusieurs facteurs actifs. Etant donne que le materiel do depart est 
celui que Ton utilise souvent pour la pr(^paration des vitamines pro- 
prement dites (B) est-il possible de faire intervenir ces derni^res pour 
expliquer les phenom^nes observes ? Est-il possible do ncgliger la 
notion toujqurs discutee de bios ? 

n. Etude de Taction des yitamines cristallisdes B 1 et B 2. 

Jusqu’^i maintenant les preparations de vitamines B n’ont jamais 
pu 5tre considerees comme pures; Texistence de plusieurs facteurs 
empeche toute conclusion oevtdbme, Orr~Ewinget Reader (9), p. ex. indiquent 
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que la vitamine B 1 a une action sur Streptothrix coralUnus. La preparation 
utiliseo est celle de Kinnersley et Peters. Reader (10) trouve un facteur 
de croissance pour cet organisme dans le glucose impur ce qui n’est 
pas le cas pour nous, dans le serum, dans Textrait brut de glande 
thyroide; la levure et le germe de hli n^ont qu'une faihle action, le 
glucose pur et I’extrait pur de thyroide n’ont pas d’action. 

La premiere preparation d(‘ Jansen et Donath n’est pas pure 
egalement. Grace ii Tobligeance des professeurs Windaus (Gottingen) 
et Kuhn (Heidelberg) que nous remercions vivement, nous avons 
obtenu une pc^tite quantite de vitamines B 1 et B 2 cristallis^jes pures 
qui nous ont permis d’effectuer tous nos essais. Pour les caracteres 
chimiques de ces vitamines nous renvo 3 ^ons aux travaux originaux 
ainsi qu’au resume de Simonnet (25)^. 

A. Caracteristiques de ces Htamines. 

Vita7)iine B 1 (Windaus). Obtenue ix partir de la levure. Adsorbtion 
j)ar la terre k foiilon, t^liminatioii des corps etrangers par le sulfate de mercure, 
le nitrate d’argent, ou par benzoilation. L ’ex trait brut (‘oneentre est traite 
par le chloruro d’or; le sel d’or do vitamine est <lissous dans I’eaii, decompose 
par rhydrogene sulfur(»; le sulfite d’or est fibre, le filtrat est traite par 
I’aeide picrolonique ee qui livre un preeipitf^ eristallin. Le picrolonate a la 
formule (\ 2 HiflN 4 OS, le ehlorure: C, 2 Hig 02 N 4 S. Le fait nouveau est que 
eette substance eontient non seulement de I’azote ce cpii est admis pour 
la vitamine B 1, mais du soufre. Point de fusion du picrolonate: 229^, du 
chlorhydrate, avec lequel nous avons travaille: 245*’. 

Les caracteres de precipitation et de solubilite ont et^ etablis defini- 
tivement: solubilite dans I'eau et I'alcool aqueux, insolubility dans I’cther, 
le chlorofonne et le benzol. Adsorption par la terre a foul on. Precipitation 
par I’acide phosphotungstique, non pryeipitation par le nitrate d ’argent, le 
sulfate de mercure en solution acide, precipitation par le ehlorure de mercure 
en presence de carbonate de soude; k I’ytat pur, non prycipitt' par I’acide 
})icriqu('; non precipite par V achate de plonib. 

Activity des divers produits obtenus jusqu’^t aujourd’hui: 


Jansen, Kinnersley, Peters et Reader 

Cruha 

Kinnersley et Peters 

Williams, Watamann et G-m'm . . 

Odake 

Windaus et collab 


dose par joui et par pigeon 


7-9 

12—24 

12 

40 

20-50 

2,4 


^ En 1933, nous avons, sur sa demande, envoj^e k Monsieur Burgejj, 
des ychantillons de nos extraits, dont il dysirait ytudier Taction sur la ger- 
mination des graines WOrchidees. Dans la suite, Monsieur Burge jf nous a 
signaiy Texistence des vitamines cristallisyes B 1 et B 2 rycemment isoiyes; 
il nous a indiquy (29. 1. 34) qu’en accord avec nos thyories, elles exer 9 aient 
une action nette sur Phycmnyces. Je lui suis reconnaissant de m ’avoir 
Arehiv ftlr Mikxobiologie. Bd. 5. 35 
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La preparation de Windcma (30) est done la plus pure et la plus active 
que Ton ait obtenue jusqu’A. aujourd’hui. Pour la comparaison avec les pro- 
duits des autres auteurs, voir Windaua (Zl). C’est cette preparation qui, 
dissoute dans I’eau distillee, est utilisee avec Phycomyces. 

Vitamine B 2 (Kuhn), Des 1933, Kuhn, Qybrgy et Wagner-Jauregg(\ k 5) 
signalent Texistence d’une nouvelle claase de colorants, les flavines, qu’ila 
retirent en particulier du lait (lactoflavine) et de Talbumine d’oeuf (ovo- 
flavine). Par adsorbtion k partir du lait avec de la terre k foulon, elution 
dans un melange de pyridine, d’alcool methylique et d’eau distillee, on 
obtient une solution contenant lea flavines ; I’alcool methylique est eiimine, 
la solution est traitee par I’ether, Tacetone ; du filtrat, on retire le colorant 
par adsorbtion avec de la franconite. La lactoflavine est retiree de Tadaorbat 
par elution (pyridine, alcool methylique). Le produit de I’eiution est con- 
centre dans le vide, traite avec 2 cem d’acide ac6tique glacial et 1 000 cem 
d’acetone; le precipite incolore qui se forme eat eiimine par centrifugation. 
La solution concentres est traitee par I’acide picrique sature ce qui produit 
la precipitation de la creatinine et d’autres substances accompagnant les 
colorants. L’acide picrique est eiimine par 1 ’ether dans robscurite. Par 
concentration de la solution restante dans le vide, il se forme un dep6t 
cristallin, pmifie 3 fois par cristallisation dans I’acide acetique 2 n bouil- 
lant (rendement 6 mg pour 300 litres de creme). Le produit obtenu a im 
point de fusion de 267° (corr. 271°); formula globale Ci 7 H 2 oN 4 0fl. 

Cette laotoflavine est fortement fluorescente et sensible la lumiere. 
Elle est caracterisde par un potentiel d’oxydoreduction negatif tres marque 
(k pn 7 = — 0,20 volt) ; ce careictere joint k des caracteres de constitution 
semble determiner la nature vitaminique de la lactoflavine. 

Cette substance est utilisee dans nos cultures en solution aqueuse. 
Toutes les experiences sont effectuees en milieu de Coons (sauf indi- 
cation contraire): Glucose puriss. 10%; asparagine l%o; sulfate de magne- 
sium puriss. O,5°/0(,; phosphate acide de potassium l,5°/oo. Erlenmeyers 
en verre d’Jena de 100 ou 200 cem avec 25 k 40 cem de milieu. Sauf avis 
contraire, sterilisation k 116° pendant 16 minutes. A ces milieux sont 
ajoutees les solutions de vitamines, sterilis6e8 ou non avec le milieu. Tem- 
perature d’experience : 18 — 20°. Lumiere du join. 

B. Action des vitamines sur la formation des zygotes. 

Experience 1. Milieux naturels Umoins (voir fig. 1 et 2). 


Tableau I. 



t6raoln Coons 

1 t6moin malt 1 o/o 

developpement 

vegetatif 

0 

1 60 mg 

abondante formation de gros 
sporangiophores verts 

formation des 
zygotes 

0 

faible myc. de surface 

large ligne de zygotes; plus de 1000; 
myc. aerien tres developpe 


donne Toccasion de verifier I’exactitude de mes hypotheses en ce qui conceme 
Tcustion d’un facteur de croissance du groupe des vitamines B. II reste 
k prouver si c’est ie» bien le seul facteur actif ce qui, comme nous I’avons 
preoedemment indique, n’est pas certain. 
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1 * 

D^veloppement v<^g^tatif. 

T(imoins: r Milieu de Coom sans vitamine. 5: Milieu naturel, malt l®/o. 



Fig 2. 

Formation des zygotes. 

Temoins: 3: Milieu de Coons sans vitamine. B: Milieu naturel, malt 1 o/o. 


Experience 2. Milieu de Coons solide avec 5% d'agar. Souches 
Burgeff 10 (^ ), 17 (— ). 

Vitamine B 1 ajoutee d froid apr^ sterilisation, 2, 10, 20, 40 y par 
20 ccm de milieu. Apres 7 joins abondant d^veloppement du mycelium 
a6rien; contact entre les myceliums des deux sexes; large ligne de zygotes 
Jaimes. Beaucoup de zygotes noires bien form^es (voir fig. 3). 
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Fig, 3. 

Formation des zjgotes. 

Milieu de Coom avec vitamine B 1 : 26 27 28 29 

0,05 0,5 1 2 7 pai ccm de milieu 

Vitamine B 2 sterilisee avec le fnilieu. Memes quantit^s que pour 
I’experienee pr^'c6dente et memes r^sultats. Pas de difference dans le 
developpement du mycelium aerien et dans la formation des zygotes, (voir 
fig. 4.) 

Expirience 3. 

Vitamine B 2 ajoutee dfroid apr^ sterilisation: 2, 10, 20, 40 y pour 20 ccm 
de milieu. Apres 7 jours, abondante formation de mycelium aerien. Ligne 
de zygotes bien formees, nombreuses zygotes jaunes. Peu de differences 
entre les divers termes de I’experience. 

Experience 4. 

Vitamine B 2 sterilisee avec le milieu, Memes resultats qu*avec I’expe- 
rience precedente. Avec 2 y, le developpement est un peu plus faible. 
Avec toutes les autres doses il est egal. II est aussi fort, si ce n’est plus, que 
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Fig 4 

Formation des zygotes 

Milieu de t oo/^^ a\e< vitaniine B2 17 18 10 20 

0,05 0,5 1 2 > pai ccm de milieu 

sur uii 1)011 milieu naturel. Les milieux coiitenaiit la vilamine B 2 en quantite 
suffisanto prenneiit la teirite jauiie de eette demiere; elle ne disparait pas 
par la sterilisation. 

La conelusioii est qiie les vitamines B 1 et B 2 ont sur des milieux 
solides line action favonsanti' extr^mement intense. Sans elles, il ne se 
produit I len sur de tels milieux Les phenomenes observes sont identiques 
a ceux qiie Ton remarque en utilisant le germc de ble et la levure (extraits). 

C. Diveloppemevt v^HaUf, 

Experience 5. Contrdle general. 

Vitamme B 1 st^rilis^e avec le milieu: 

2y pour 30 ccm de milieu: 128, 123, 99 mg de matiere seche 

10 r „ 30 „ „ 91, 102, 103 „ „ 


520 


W. H. Schopfer: 


Vitamine B 2 st6rilis6e avec le milieu: 

2 y pour 30 com de milieu : 66, 39, 40 mg de matiere seche 

10 y „ 30 „ „ „ 118, 117, 96 „ „ 

Les deux vitamines exercent done, malgre leur dose tr6s faible, une 
action intense ; celle de la B 1 est plus forte que celle de la B 2. 

Experience 6. Doses variables de B 1 et B 2; influence de la sterili- 
sation. 




Fig 6. OcYeloppement vf^gc'tatlf. 

Milieu de Coons avec vitamine HI 17 18 19 20 

0,05 0,5 1 2 y par cem de milieu 
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Tableau 11. Vitamine B 1. 


vitamine B 1, y pour 40 ccm de milieu* 

1 temoin 

2 

10 

20 

1 *lJ 

«o 

sterilisee avec le milieu apres 20 jours 
non sterilisee avec le milieu apres 
25 jours 

' 0 

164 

168 1 

150 

' 163~] 

I 154 mg 

1 

0 1 

162 

159 

139 

1 I 

141 mg 1 

perdu 


(voir fig. 6 et 12) 

Tableau III. Vitamine B 2. 


Vitamine Bl, y pour 40 ccm de milieu 

t6moin 

2 

1 20 

40 

80 

sterilisee avec le milieu apres 15 jours . . 

0 

49 

74 

78 

83 mi; 

non sterilisee avec le milieu apres 15 jours 
(voir fig. 6) 

0 

59 

75 

79 

79 mg 


II n’y a pas de difference sensible entre les deux groupes d’experiences. 
Pas de difference sensible entre les deux groupes d ’experiences. Activite 
nettement plus faible (plus de 50%) de la vitamine B 2. 


Dans toutes les experiences faites jusqu’a maintenant, le developpe- 
ment vegetatif est extremement luxuriant: les gros sporangiophores 
verts, indice d'une culture bien nourrie et s’effectuant dans de bonnes 
conditions, sont tres abondants; les sporanges noirs et bien formes 
ne manquent pas. Leur volume semble plus eleve que dans les meilleures 
cultures faites sur milieu naturel (plus grand nombre de spores ?). De 
meme, dans la croute qui se forme a la surface et sur laquelle s’clevent 
les sporangiophores aeriens, le pigment de nature carotinoide que nous 
avons etudie chez les Mucoriniea se forme avec intensite. Les hyphes 
sont bounds de globules gras de couleur jaune citron vif. Ce pigment 
apparait aussi dans les sporangiophores, ii leur extremite surtout, alors 
que le sporange n’est pas forme; la meme couleur s’observe dans le 
sporange jeune. Plus tard, le sporange forme un pigment noir et la 
membrane du sporangiophore forme un pigment vert soluble dans 
Teau (il n’est present que dans les hyphes aeriennes ayant une respiration 
normale); le pigment jaune est alors beaucoup moins visible. Vers le 
haut du sporangiophore, le pigment de membrane est moins abondant 
et la couleur jaune encore visible. Toutes ces manifestations nous ont paru, 
sur ces milieux synthetiques additionnes de traces de vitamine B 1 et B 2, 
aussi marquees, si ce n’est plus, quo sur le meiUeur milieu naturel (malt, 
ovomaltine), ou, exprime differemment, il faut un milieu naturel tr^s 
concentre pour obtenir des manifestations d’une egale intensite. 

Experience 7. Determination d'une limite infMeure d'action. Dans 
les experiences prec^entes, surtout avec la vitamine B 1, on n’observe 
aucune difference en passant de 2 a 80 y pour 40 ccm de milieu de 
culture. Cela laisse supposer que la limite inf^rieure est situee beaucoup 
plus bas. Ce n’est pas le cas pour la vitamine B 2. 
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Fig 6. 

D6veloppement v6g6tatif 

Milieu de Cowu avec vitamlue B 2 . 21 22 28 24 

0,05 0,5 1 2 7 par ocm de nulleu. 

La solution de vitamine initiale contient 20 y par com de solution. 
Nous effectuons it partir de cette solution deux dilutions successives de 
telle sorte qu’un ecm correspond 2 puis k 0,2 y. 

Vitamine B 1 st^rilis^ avec le milieu. 
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Tableau IV. 



0,2 

0,6 j J 

2 

4 

10 

20y 

ponr 40 com de milieu 

apres 9 jours . . . 

74 102 116 

116 ! 106 1 118 

117 mg 


L’^mersion va croissant de meme que le nombre des sporangiophores. 
Nous observons ici un d^veloppement plus faible aveo une dose moindre de 
vitamine; on ne peut encore parler de limite inf^rieure. (voir fig. 11.) 


Tableau V. 



0,02 

1 0,06 j 

0.1 1 

0,2 

0,4 i 

0.8 

1 1.6 r 




pour 

40 ccm de 

milieu 



apr^B 15 jours . . 

8 

' 28 1 

61 1 


106 1 

111 1 

95 mg 


Ici nous avons atteint la limite inMrieure, sans discussion possible. 
Le t^moin sans vitamine fournissant tout au plus 1 a 2 mg de mati^re 
s^be, on peut dire que la dose de 0,02 y pour 40 ccm de milieu soit 
0,0006 y par ccm de milieu, suffit pour activer ce dernier et le faire 
differer du t^moin. A partir de 0,1 y soit 0,(X)25 y par ccm de milieu, 
le d^veloppement devient normal et Ton ne peut plus gu^re distinguer 
la culture en milieu synth^tique de celle qui s’est developpee sur un 
milieu naturel. (voir fig. 10.) 

Vitamine B 2 st^rilis^e avec le milieu. 

Tableau VI. 

0,2 0,6 1 2 4 10 20 y 

pour 40 ccm de milien 

apres 9 jours ... i 33 49 83 | 70 91 \~ 113 123 mg 

emersion croissants du mycelium aerien 

La limite inferieurc est visible et, pour des doses identiques a celle 
de la vitamine B 1, beaucoup plus nettement marquw. 


Tableau VII. 



tdmoin 

0,02 0,06 

o 

p 

© 

0,8 J 

1,6 y 

pour 40 com de milieu 

apr^s 15 jours . . 

— 1 

o 

1 

"J 


22 1 .34 mgr 


Nous pouvons dire maintenant aveo certitude que la limite d^aotion 
de la vita min e B 2 est notablement sup^rieure k celle de la B 1 (0,02 y 
pour la B 1, 0,1 y pour la B 2). 

86 ^ 
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Potir diveraes raisons, les experiences qui suivront ont ete effeotuees 
avec la vitamine B 1 seule. (voir note finale.) 

Expirience 8, Infhimoe du nombre de spores inocvUes, 

Les inooiilations des milieux se font avec une suspension de spores 
fraiches dans de I’eau courante. Pour rendre Texperienoe plus precise, nous 
mesurons souvent k Taide d*une chambre k compter (Zeiss -Thoma) le nombre 
de spores inocuiees. La suspension est obtenue par agitation dans Teau 
d*un fragment de mycelium. Nous verifions au microscope si la suspension 
ne contient reellement que des spores et si les fragments de hyphes ne sont 
pes trop abondants, auquel cas la suspension est rejet^e. De toute fa 9 on, 
il est impossible de pr^voir pour toutes les series d 'experiences, qui se font 
k des moments differents, des inoculations identiques. Nous ne nous pre- 
oocupons que d’obtenir I’inoculation massive. On peut se demander si des 
differences trop acoentuees et imprevisibles entre les differentes inoctilations 
ne pourraient pas constituer une cause d'erreur. 

1 goutte correspond e, 0,175 com; Vioooccm correspond k 1900 spores 
environ. 1 goutte contient 332500 spores. 


Tableau VIII. 


nombre de gonttes 

^ 

3 

4 

i 

6 

10 y 

sans yitamiae B 1 . . . . 

0 1 0 1 

0 

6 

18 

18 

7 ni« 

avec 10 y B 1 pour 40 ccm 

1 I 






de milieu 

148 1 166 

161 

154 

168 

142 

162 , 


1 partout Emersion semblable 



Dans Texperience sans vitamine, aucune emersion nuUe part. 
Dans les limites observees, il n’y a aucune difference sensible, malgre 
que la quantite de spores ensemencees passe de 1 ^ 10. Ces quantites 
sont celles qui se retrouvent constamment dans nos experiences. 

L’inoculation massive est indispensable pour que les cultures 
soient comparables. La plus grande partie des spores germent; il se 
forme un abondant myceUum submerge et bientdt, par imbrication du 
mycelium de surface, une croiite plus ou moins dense apparait; elle 
recouvre toute la surface du milieu liquide ; sur cette crofite se dressent 
les sporangiopbores aeriens. 

Si I’ensemencement est par trop parcimonieux, il ne se forme 
qu’un flocon submerge diffus, ^emersion se fait par place, irregulierement ; 
tantdt la crofite recouvre toute la surface, tantdt elle ne se forme qu’en 
un seul point; k un m4me moment, les cultures ne sont pas comparables 
en ce qui conoenie|ts poids de matiere vivante produite, tandis qu’elles 
le sont si I’qm eH^ctue I’ensemenoement massif. Ce point de detail est 
ttke important popr une etude quantitative et ne doit pas dtre neglige 
Icm des verifictltions. Les courbes que Ton obtient dant ce cas sont 
et poisMent ime signification. Il faut egalement s’appliquer 
k obtenir des conditions exterieures, physiques, aussi oonstantes que 
possible^ car on connait la plasticite des microorganismes et leur sensi- 
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bilit6 aux agents extemes. Malgr^ oel& il est bien difficile d’obtenir une 
Constance absolue entire les diverses series d’exp^riences ex4cut^ k des 
moments diff^rents; il existe des conditions intrins^ues, impr^visiUes: 
nature, vitality, $ge de la souche utilise pour Finoculation, qui 
troublent rexp&*ience et emp5chent d’atteindre le degr^ de precision 
d&ir^. Autant que possible, les souches de depart sont de m$me d.ge, de 
m5me sexe et produites sur le m5me milieu naturel. 

Nous arena renonc^ k Tinoculation par petit bloc d*agar sur lequel 
un mycelium de surface s’est developp^. La technique semble plus 
praise, mais au fond ne Test pas. On saute ainsi le premier stade, 
celui de la germination et il n*est pas certain que les r^ultats obtenus 
par les deux m^thodes soient comparables. D’autre part, le mycelium 
qui s’est developp^ k la surface du milieu peut avoir produit des 
substances particuli^res qui ont diffuse dans le bloc d’agar et peuvent 
troubler Texp^rience. Lorsqu’on est oblige de travailler avec des doses 
de substances aussi minimes que celles que nous utilisons, il est indispen- 
sable de r^uire au minimum les causes d’erreur pr^visibles, si faibles 
soient-elles. 

Il est ^alement important de prevoir non seulement une quantity 
de milieu constante pour une serie d’exp^riences, mais aussi une hauteur 
de milieu constante ; la rapidity de d^veloppement, k un moment donn^, 
est function de la hauteur et de la vitesse avec laquelle le mycelium 
immerg^ atteint la surface et peut produire ses hyphes aeriennes. Des 
experiences faites avec des quantit^s identiques de milieu, mais 
de hauteurs differentes, ne sont pas comparables a un moment donne. 
Ce point est important egalement, car des Erlenmeyers de m5me 
contenance, provenant de la m§me fabrique, peuvent n’avoir pas 
exactement la m5me forme, surtout k leur base; avec des quantitds 
semblables de milieu, la hauteur atteinte dans le flacon sera differente 
et la courbe obtenue sans signification. 

Exp4rience 9, Influence de la dose de glucose sur VactivitS de la 
vitamine B 1. On peut se demander si avec des doses tr^s faibles ou 

fortes de sucre, Phycomyces est capable de se developper sans 
vitamine B 1 et si avec des doses de sucre variables, Taction de cette 
demi^re reste constante. La vitamine est sterilise avec le milieu. 


Tableau IX. 
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Tableau X. 


dose de glucose 

miQiiiiiii 

Bi 

2 

n 

Di 

16 

8S*/o 

■sas Titamine 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Omg 

avec 1 com aq. diet. . . . 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 » 

avec 20y B1 pour SOocm 
de milieu 

0 

119 

142 

156 

204 

222 

161 „ 


n n^existe done pas, dans les conditions de nos experiences et avec 
le glucose, de condition telle que le champignon puisse se d^velopper 
sans vitamine B 1. Avec toutes les doses de sucre utilisees, la vitamine 
agit. Avec les fortes concentrations (32 %), le champignon se d^veloppe 
moins bien. Sans stxre, la mtamine B 1 n'agit pas, 

Dans tous les cas le mycdlium a^rien est bien developp^. 
Experience 10, Influence de la dose d"aspara/gine sur VactivUe de la 
vitamine B 1. Pour beaucoup de Mucorinies — le fait a ete observe 
par nous avec Mucor hiemalis — rasparagine, lorsqu’on eifeve sa dose, 
exerce trfes rapidement une action inhibitrice sur le developpement. 
De quelle mani^re cette action se manifeste-t-elle lorsque la vitamine B 1 
est presente en quantite suffisante ? L’inhibition en question avait 
ete observee sur un milieu a base de maltose Kahlbaum, done en presence 
d'une substance active. 


Tableau XI. 


dose d'asparagine | 

0 

0,1 

0,2 

0,8 

0,8 1 

2 ’ 
^ 1 

4 o/oo 

sans vitamine . . 

0 

0 

0 

0 

! 

0 , 

0 

0 

Omg 

avec 20 y B 1 pour 
30ccm de milieu 

0 

87 

42 

65 

1 

i 115 1 

1 198 

416 

697 „ 


Sans vitamine, il ne se forme que quelques flocons submerges; peu de 
difference entre les divers termes de rex^rience. 

Avec vitamine et en presence d’lme dose eievee d’asparagine, nous 
obtenons le meilleur developpement que nous ayons observe au oours de 
toutes nos experiences, sur plus de 2200 cultures. A partir de P/oo il se 
forme ime croute superficielle extremement dense. 

L’asparagine rfegle d’une fa 9 on beaucoup plus precise que le 
sucre le developpement de la culture. J1 semble done que non 
seulement Tassimilation de I’eiement carbone, mais encore celle de 
I’azote est favorisde par la vitamine B 1. 

Il serait interes^ant de rechercher ce qui se passe lorsqu’on fait 
rarier ensemJbli 9 .razote'et le sucre (ainsi que la dose de vitamine). Le 
coefficient eoonomique doit certainement etre modifie. 

Nous aVons travtdlie avec de Tasparagine pure. On a signal^ 
(MichafUs) que certains ^hantillons d’asparagine oontenaient des 
traces de thallium (d^el^ spectroscopiquement) et que sur les kvures, 
pe m^l & r^at de trace, pouvait agir comme le „bios'\ Nous avons 
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montr^ que le thallium employ^ en milieu synth^tique n*exer 9 ait auoune 
action {Schopfer, 1932). Nous ne savons pas si en presence dWe sub- 
stance aotive (vitamine B 1) il peut jouer le rdle de co-facteur de 
croissanoe. Etant donn^ le prodigieux d^veloppement de sporangio^ 
phores, observe avec ces doses d’asparagine, oette hypoth^ peut se 
justifier. 

ExpMefice 11, Variation qualitative de la source carbonic. La 
question se pose de savoir si en presence de glucose seul la vitamine B I 
manifeste son action ou si on peut encore Tobserver avec d’autres 
glucides (et d4riv63). 

Tableau XII. 



1 

cone. 

®/o 

com 

milien 

sans vitamine 

avec 20y B1 

pentoses 

arabinose 

5 

25 

M. S. 

67 mg M. A. 

xylose 

10 

25 

0 

69 , , 

hexotes 

glucose 

10 

25 

0 

75 „ , 


levulose 

10 

25 

0 

169 , „ 


galactose 

10 

26 

0 

79 , „ 


(tetracetate 


1 25 

0 

0 


de galactose) 




mannose 

10 

25 

0 

77 mg M. A. 

diholosides 

saccharose 

10 1 

25 

0 

81 „ , 


maltose 

10 I 

25 

0 

110 , , 


lactose 

10 

25 

0 

8—4 mg M. 8. 


cellobiose 

5 ' 

25 

0 

88 mg M. A. 

triholosides 

raffinose 

6 

25 

24 M.A. 

44 , „ 

polyholosides 

inuline ord. 

6 

25 

M. A. 

M. A. 

inuline puriss. 

5 

25 

0 

70 mg M. A. 


dextrine 

5 

25 

M. A. 

M.A. 


amidon 

0,6 

30 

M. 8. 

35 mg M. A. 

methyl- 

pentose 

rhamnose 

10 

25 

0 

78 „ „ 

cy closes 

inosite 

1,25 

25 

faible myc. 

M. 8. 

hexaphosphste 


1 25 

submerge 




d’lnosite 
sel de Na 


0 

0 

1 


idem 


} 25 

bon develop- 

} M.S. 


sel de CaMg 


pement subm. 

alcools poly- 

glycerine 

5 

30 

M. S. 

46 mg M. A. 

atomiques 

erythrite 

5 

30 

0 

0 


penta^rythrite 

5 

30 

0 

0 


mannite 

10 

25 

0 

76 mg M. A. 

glnooeides 

a m^thylglucoside 

2,5 

25 

0 

0 


fi m^thylglucoaide 

2,5 

25 

0 

M. 8. 


M. A. = mycelium a^rien bien d6velopp6; 

M. S. » mycelium submerge bien d^velopp^^ sans hyphes a^iiennes. 
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Les experiences ne sont pas comparables entre elles, car la quantity 
de sucre n’est pas partout la m^me. Cela suffit pourtant pour observer 
qu’eii presence de vitaniine B 1, Phycornycea est capable de se developper 
sur des substrats carbon^s tr^s divers. 

Les hexaphosphates d’inosite sont peu solubles dans Teau; nous 
mettons dans le milieu la substance en exces; la sterilisation k 120® en dissout 
une petite quantite, non determinee. L'adjonotion de vitamine B 1 ne pro- 
duit aucune acceleration avec le sel de Ca et Mg de Thexophosphate d’inosite. 

La dextrine blanche semble pouvoir etre utilisee en presence de B 1, 
mais la dextrine jaune no donne lieu k aucun developpement. 

L’inuline ordinaire contient un facteur de croissance; Tinuline tres 
pure n’en contient pas et est activee par la vitamine B 1. II en est de meme 



Fig. 7. 

Action de la vitamine Bl, a doses variable, en presence de divers glucidos (pour 80 com de 

milieu.) 

pour le raffinose du commerce qui comme le maltose qui est k la base de 
nos recherches, donne lieu, sans facteur de croissance ajout^, k un faible 
developpement. L’arabinose semble 6galement agir faiblement sans vitamine. 

Le fait que le lactose n’est pas a.8simiie memo avec une dose eiev^e 
de facteur de croissance, est tres interessant. 

Le methylglucoside a n’est pas assimile, mais en presence de facteur de 
croissance le methylglucoside ft semble Tetre faiblement. 

En resume, nous constatons que sur la presque totality des sub- 
stances carbonees utilises, le champignon ne se d^veloppe pas sans 
vitamine B 1 et qu’avec adjonction de cette demiere la plus grande 
partie des substances peu vent etre assimilfes. Les phenomfenes observes 
ne sont done pas lies sp^cifiquement au glucose ou au maltose. 

En faisant varier la dose de vitamine nous observons avec les 
sucres oourants des variations de developpement analogues k celles qui 
ont ^t^ trouv^s lors de Tutilisation du glucose (voir figure 7). Avec 
Tamidon de pomme de terre, (ruction de Fehling negative) les 
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variations de la quantity de vitamine B 1 ajout^ ne donnent pas 
lieu k des differences marquees de developpement: 34 mg avec 2y 
pour 25 com de milieu, 36 mg avec 20 y. L’amidon semble dans les 
conditions de nos experiences, faiblement assimiie, le mycelium aerien 
est pauvre. 

Pour Taction des tartrates voir exp. 19. 

Experience 12, Variation qualitative de la source azotee, 11 faut 
demontrer si, comme source azotee, seule Tasparagine donne lieu aux 
manifestations observees, 

Dans deux essais, Tasparagine est remplacee par du glycocolle et du 
nitrate d’ammonium, en qiiantite isoazotee avec les doses habituelles 
d'asparagine. 

Glycocolle 0,23 0,56 1,12 2,24Voo 

Nitrate d’ammonium 0,12 0,30 0,61 l,22®/oo 

Ces quantit6s correspondent aux doses 

suivantes d*asparagine 0,2 0,5 1 2®/oo 

Quantity de milieu 30 ccm ; 20 y 
vitamine B 1 (figure 8). 

La courbe montre qu’avec le 
glycocolle, le poids de matiere 
sfeche, 218 mg (avec le maximum 
d ’azote) est plus eleve que celui 
quo Ton peut obtenir dans n’im- 
porte quel milieu naturel. I.ie gly- 
cocolle est tout aussi bien assimiie 
que Tasparagine. Par centre, le 
nitrate d’ammonium Test moins 
bien, malgre que la culture soit 
encore appreciable. Avec ce sel, 
le pigment carotinoide se forme 
abondemment. Les acides amines 
suivants^ ont et4 essayes (en 
proportion isoazot^ avec Tas- 
paragine l®/oo) dans 20 ccm de 
milieu. 

II est interessant d’observer que Targinine produit un excellent 
developpement avec formation d’une croute dense. L’utilisation de 
la leucine est en relation avec son activite optique : la d -leucine est bien 
assimiiee, la 1-leucine mal. 

Le problime du melange de divers acides n'a pas ete etudie en 
detail, car il sort du cadre de cette etude. Plusieurs auteurs [Williams 

^ Obligeamment foumis par la maison Hoffmann-La Roche que nous 
remercions vivoment. 



Action de la vitamine B1 en presence 
de di verses sources d 'azote variable 
(20 y B 1 pour 30 ccm de milieu). 
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Tableau XIII. 



sans yltamine 

avec vit. B1 

d-alanine 

0 

18 mg M. A. 

1-leuoine 

0 

14 mg M. A. faible 

d-leucioe 

0 

47 mg M. A. bien deyeloppe 

tyrosine 

0 

0* 

serine 

0 

76 mg M. A. 

cystine 

0 

M. S. 

acide glutamiqne .... 

0 

44 mg M. A. 

arginine 

0 

186 mg „ 

lysine 

0 

0* 

ornithine 

0 

0* 

d -1-proline 

0 

1 75mgM. A. 

oxyproline 

0 1 

34 mg „ 

glycyl-glvcine 

0 1 

M, S. faible 

melancre 

0 



Le melange est constitu^ par de la cystine, de la proline, de la lysine, 
de la valine, du tryptophane ainsi que de la glycyl -glycine. 

M. A. = mycelium a^rien bien d^^veloppe ; 

M. S. = m^c^liiim submerge seul; 

0 = pas de d^veloppement ou d^veloppement tres faible (1—3 mg); 

* = quelqucs petits grumeaux jaime vif, qui ne se d^veloppent pas et 

qui n’atteignent pas la dimension d’lm floeon submerge ortlinairo. 

('t Honn (29)] ont signale que sur oertaines Mucorin^ un melange 
determine exorce une action stimulante, sans cependant fournir le 
developpement que Ton observe avec facteur de croissance. 

De toute fagon dans nos essais 8 acides amines au moins sont bien 
assimiles en presence de vitamine B 1, alors qu’en son absence ils ne 
pcuvent r^tre. 

Les peptones, qui ne sont pas des corps chiniiquement d^finis, 
n’ont pas d’interet pour nous. On sait qu’ils apportent pour divers 
champignons et bact^ries des facteurs de croissance tres actifs. 

Dans son 6tude sur les caracteres sexuels secondaires d’ordre chimique, 
We^endonck (28) reprenant nos premieres observations, cherche en vain ime 
source azot^e qui lui permette d'obtenir un bon developpement en milieu 
synthetique (sans facteur de croissance, le probl^me n’etant pas encore 
pose). II n’obtient aucun resultat avec le sulfate d’ammonium, Tasparagine, 
le glycocolle, Turee, I’acide hippurique, le nucieinate de sodium et d’autres 
substances, ce qui confirme entierement nos observations actuelles et ce 
qui ne pouvait p€w alors etre explique. Par contre, en employant de la peptone 
Witte, la croissance se produit (en presence de saccharose); cet auteur 
obtient alors im poids de 22,4 mg qui est encore bien faible compare k nos 
resultats. 1^ fait s’explique en faisant intervenir les substances actives 
contenues dan^ la peptone. Tout le probieme du dimorphisme sexuel bio- 
ohimique devrait maintenant etre repris sur de nouvelles bases. 

Experience 13. Infliimce de la tempirature aur Vaction de la vita- 
mine B 1. 
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t^moln 


0 

0 


Tableau XIV. 


4 


10 


20 


40r de B1 pour 30ccm de milieu 


A. A 28® C et obscurity : 

92 I 92 I 96tng | perdu 

B. A 20® C et lumi^re : 

115 I 115 I 184 I 124 mg 


A 28® le mycdlium est beaucoup moins ddveloppd en hauteur; il forme 
un buisson ramassd. A 20® le ddveloppement est normal avec de nombreux 
sporangiophores a^riens bien formas. 


La temperature de 18—20® C semble 
constituer un optimum dans les conditions 
de nos experiences et avec les quantit^s de 
vitamine B 1 utilises. 

Toutes nos experiences ont ^te effec- 
tu6es dans une limite de temperature de 
17-21® C. 



Pig. 9. 

Inflaence da pH sor Tacti- 
Yit4 de la vitamine Bl. 
(10 y poor 30 ocm de milieu.) 


Expirience 14, Inflv^nce de la concen 
tration en ions hydrogine sur V activity de 
la vitamine B 1. Dans des liniites de pn de 
3^9 o’est aux environs do la neutralite 
que Taction de la vitamine se fait le mieux 
sentir (voir figure 9). Remarquons qu’avec aucun des pn utilise, Phyco- 
myces ne peut se developper sans facteur de croissance. 

Experience 15, Inflmnce de Vobscurite et de diverses radiations sur 
VactiviU de la vitamiyvi B 1, 


Tableau XV. 



4 

6 

10 

20 y de B 1 pour 30 cem de milieu 

lumiere continue .... 

122 

125 

135 

' 142 mg 

obsourite complete . . . 

— 

189 i 

160 1 

1 _ 


Apr^s 7 jours, les formes cultivws a la lumiere presentent leurs 
caracteres habituels. Le pigment carotinoide est extr5menient abondant 
dans les sporanges et les hyphes. 

Dans les formes cultivees a Tobscurite le mycelium aerien est plus 
41evd, mais pas plus dense. L’obscuritd semble done favoriser chez ce 
champignon la croissance en hauteur; de meme le poids de mati5re 
vivante form^ est notablement plus 41ev6. Par centre, absence presgue 
complke de pigment yaune, Seul le pigment de membrane vert s’est 
bien form4. 

Ardhiv fOr Mikrobiologle. Bd. 5. 
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Tableau XVI. 



t^moln 

2 

6 

10 

20 y de vitamine B 1 
ponr SOeom de milieu 

lumiere ord. . . 

0 

106 

103 

no 

105 mg 

obscurity . . . 

4 

no 

112 

— 

no „ 

roujre 

4 

128 

140 

138 

133 . 


A la lumi^re developpement et pigment normaux. A Tobscurite 
et k la lumi^rc rouge, developpement plus rapide en hauteur, moins de 
sporangiophores formes. Absence presque complete de pigmerU jaune. 


Tableau XVII. 



t^moln 

* 1 

10 

20 y de vitamine B 2 pour 30 ccm de milieu 

lumiere 

0 

62 

112 

112 mg 

obscurite 

4 

70 

115 

119 , 

roufire 

4 

86 

169 

123 . 


Memo remarque que pour la vitamine B 1. 

Ces observations concordent aveo les donn^es d^jA anciennes de 
Lendner (6) qui, avec beaucoup de Mucorineea, observe que dans I’obscurit^ 
et k la lumiere rouge, les sporangiophores sont plus longs et plus greles. 
En plus il ressort de nos experiences que le poids de matiere obtenue est 
superieur ; selon I’usage nous pourrions dire que Tassimilation est favorisee, 
mais mieux que Taction du facteur de croissance est amplifiee. 

En effectuant dcs cultures on lumiere violette et bleuo, nous obser- 
vons, avec les deux vitamines B, un developpement du mycelium inter- 
mediaire entre celui que Ton obtient a Tobscurite et eelui qui est produit 
a la lumiere . Le pigment jaune se forme abondamment. 

Experience 15. Influence de la havieur du milieu sur le developpement 
et V action de la vitamine B 1. Dans une culture normale, le champignon 
forme d’abord un mycelium submerge qui vit dans un milieu pauvre 
en oxygene. Sur la croute form^ s’el^jvent les sporangiophores qui out 
une respiration normale. La vitesse de developpement de la culture 
depend de la rapidite avec laquelle le mycelium atteint la surface du 
liquid e. Nous nous sommes demande si en utilisant une hauteur tr^s 
faible de liquide, on ne pourrait pas obliger le mycelium aerion k se 
developper sans facteur do croissance. 


Tableau XVIII. 


hauteur du milieu. ... • • 

5 

8 

12 

16 mm 

saus vitamine 

0 

0 

0 

0 

avec 10 y B 1 pour 26 ccm milieu | 

18 

48 

86 

70 mg 


En aucun cas il ne se produit de h 3 ^hes aeriennes sans facteur de 
croissance. Un milieu tr^s mince, avec un contact presque direct aveo 
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Tair ne suffit pas a induire la croissance et les tropismes qui, chez Phyco- 
myces, conduisent les sporanges k s’elever sur le milieu submerge. 

La vitesse d’emersion est fonction de la hauteur de la culture. 
Avec 5 mm de hauteur Temersion complete avec arr^t de developpement 
se produit d^ja le 4eme jour. Avec 16 mm de hauteur, aprfes 15 jours, 
Temersion complete ne s’est pas encore produite. 

Avec 5 mm do hauteur c. a. d. tr^s peu de liquide, il ne se forme 
aucun des gros sporangiophores qui caracterisent une culture de Phyco- 
myces bien nourrie. 11s apparaissent avec 12 mm de hauteur du milieu. 

Dans toutes nos cultures, nous utilisons une quantite de milieu 
telle quo la hauteur ne depasse pas 10 a 11 mm. 

Expirience 16. Essai d'adaorption du facteur actif. Une solution 
de vitamine B 1 a 20 ^ par com est bouillie pendant im quart d’heure 
avec du noir animal puriss. ; aprfes filtration et apres avoir ramene 
le filtrat au volume primitif, nous ajoutons ce dernier aux cultures 
inacti'^T^es. 11 ne se produit aucun developpement; la vitamine B 1 est 
done adsorbee par le noir animaU. 11 est interessant d’observer qu’en 
traitant les extraits de levures et de germe de ble avec lesquels nous 
avons primitivement travaille, nous trouvions aussi que le traitement 
au noir animal enlevait toute trace d’activite aux extraits riches en 
facteur de croissance. Peut-etre ce facteur n’etait-il pas autre chose 
que la vitamine B 1 ? 

La vitamine B 1 s(‘ trouvant egalement dans Torganisme animal, 
nous nous sommes demandc s^il etait possible de Tadsorber par une 
methodc biologique, par les globules rouges. 

Globules d© vache, lave.s. 10 com de solution d© vitamin© B 1 It 5 y 
par corn (solution dans NaCl 8%) sont mc^langes avec 3 cem de suspension 
dense de globules rouges. Apres centrifugation nous recuperons la solution 
absolument claire do vitamin©. Un temoin est constitui'» par im© solution 
do NaCM k 8% seul; un second temoin est const it ue par un© solution de 
NaCl ti aitce avtjc la mom© quantit6 d© globules rouges. 

Vitamin© B 1 traitce avec globules; bon develop lOO et 95 mg 

A’^itamin© B 1 non traitce: developpement habituel. ... 92 ,, 95 

Vitamin© B 1 non traitce ©n solution dans NaCl normal 

C’hlonu’o d© sodium seul: pas de developpement. 

Chlorur© d© sodium trait c par globules : bon developpement 51 mg 
serum normal seul : developpement submerge intense . . 20 „ 

II ressort de cct essai que; 1. Le chloruro de sodium nVxerce aucune 
action, negative on positive ; 2. La vitamine B 1 ne semble pas adsorbee 
par les globules de vache; 3. Les globules semblent laisser diffuser 
dans le chlorure de sodium une substance accelerant le developpement 
et dont Taction se manifest© lorsque le chlorure seul est utilise, sans 

^ Produit d© Merck; il faut tenir compte qiTil acidifie fortement la 
solution avec laauelle il est en contact. 



534 


W. H. Sohopfer: 


vitamine B 1 ; 4. Le s^rum seul, sterile, exerce une action telle qu*il 
semble contenir nn faoteur de oroissance. 

ExpMerkce 17. Infltience de la chaleur sur le degri d*activiti de la 
vitamine B 1, La vitaniine B 1 est r^putte la moins thermostable 
des B. EUe n’est cependant pas d^truite par un chauffage prolong^. 
La chaleur sfeche agit diff^remment de la chaleur humide ; cette demi^re 
est beaucoup plus inoffensive ; le jus de tomate chauff^ pendant 4 heures 
a 130® ne perd que le 55 % de son activite vitaminique B 1. II n’y a done 
pas k s’etonner que la sterilisation a 120® n’altfere pas notre produit. 

Un chauffage de 6 heures k 130® ne diminue pas son activite. 


Tableau XIX. 



4 

10 

20 

40 Y de B 1 poor 40 com de milieu 

t4moin sans vitamine . . 

0 

0 1 

0 * 

0 

chauffe 

158 

166 ! 

160 

148 mg 

non ebauffe 

169 1 

144 i 

144 

164 . 


Partout mycelium aerien bien d^velopp^. 


ExpMence 18. Influence de la cuisson en milieu alcalin. 10 ocm 
de solution a 20 y de vitamine B 1 par cem sont traites pendant 14 heure 
120® avec 2 cem de NaOH n/10. Neutralisation avec H2SO4. 


Tableau XX. 



2 

6 

10 

20 y de B 1 pour 80 cem de milieu 

traite 

11 

20 

24 

63 mg 

non traite 

129 

108 

146 

106 „ 

traite 

28 

35 

33 

43 , 

non traite 

146 

141 

140 

139 . 


Dans les experiences avec traitement alcalin, il se developpe un 
fort mycelium submerge, mais il n’apparait pas de hyphes aeriennes. 
En considerant le poids de mati^re produite, on voit que ce traitement 
en milieu alcalin detruit jusqu’a 80 % de Tactivite du faoteur de crois- 
sance. JJn temoin constitue par un melange aeide-base semblablc a 
celui utilise precAiemment, montre que ce melange n’a aucune action. 

Expirience 19. Influence du mode de priparation du milieu et de 
Veau utilise. Le chauffage a 120® produit des modifications profondes 
dans le milieu. Pour les ^viter nous avons sterilise k part les 4 con- 
stituants du milieu; ils sont melanges refroidis et la vitamine B 1 est 
ajout^ la fin. On ne pent faire intervenir aucune combinaison sp^ciale 
dans le milieu sous Tinfluence de la chaleur. 

T6moin sans vitamine : pas de d^veloppement avec 10 y de B 1 pour 
40ccm de milieu: d^veloppement ordinaire, 110 mg. 
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On ne pent done faire intervenir le mode de preparation pour 
expliquer Tinactivite du milieu normal. De meme, le mode de preparation 
ne semble pas influer sur le mode d’action de la vitamine B 1. Des 
milieux prepares avec une sterilisation Tultra-filtre (k froid) foumissent 
les memos restiltats. On ne peut invoquer une combinaison de la vita- 
mine B avec Tun des constituants. II est souvent fait allusion au r61e 
que peut jouer la nature de I’eau sur la valour d’un milieu ; dans certains 
cas Toau distiliee ordinaii’e peut empecher compietement le developpe- 
ment d’un microorganisme. 

Nous prepewons les milieux avec de I’eau courante, tres calcaire, de 
I’eau distiliee ordinaire (dans appareil de cuivre) et de Teau distiliee dans 
im appareil de verre Pyrex, done sans contact avec du metal. Une partie 
des milievix est chauffee k 120®; le milieu reste clair. Une autre partie est 
sterilises k 136®; il y a ime decomposition du sucre, le milieu devient jaune 
brun. 

Tableau XXI. 


1 

OC 

sans vit. 

avec 

10 y de B 1 ponr 30 cem de milieu 

eau 

dist. verre .... 

120® 

0 

0 

92 

87 mg 


n » .... 

136 

0 

0 

84 

74 , 


„ ordin. . . . 

120 

0 

0 

89 

96 , 

y) 

» n .... 

135 

0 

0 

88 

84 , 


courante .... 

120 ; 

0 

0 

93 

101 „ 


n .... 

135 ' 

' 0 

0 

88 

90 „ 


La nature de I’eau ne joue done pas de role (dans les conditions 
de nos experiences). De meme lo chauffage a 135® ne modifie pas le 
milieu au point qu’il acqui^re des proprietes speciales. permettant un 
developpement de Phycomyces sans facteur de eroissance. 

Nielsen montre cjue dans im milieu constitu^ par du glucose (1 %), du 
tartrate d’ammonium (1 %), du sulfate de magn^sie (0,5%) et du phosphate 
acide de potassiiun (1 %), un chauffage k 135® avec une petite quantit/' de 
papier filtre dans le milieu liquids, produit un facteur do eroissance; le 
papier filtre semble agir par la matiere minerals qu’il contient; Texpcrience 
est faite avec AspergiUus. 

Nous I’avons repetw avec Phyco^nyces, la ti'mi)crature de sterili- 
sation etant de 130®. 

Tableau XXIT. 

sans vitamine I avec 10 y de B 1 pour 25 ecm de milieu 

0 0 I 118 123 mg 

La vitamine B 1 active done aussi ce milieu, sur lequel le d^veloppe- 
ment est excellent; la croiite myc^lienne de surface est extifimement 
dense et les h 3 qphes aeriennes bien developp^os. Le chauffage dans 
ces conditions, et en presence de papier filtre, no produit auOune modifi- 
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cation telle que le milieu, sans facteur de croissanoe ajoute, puisse 
agir favorablement sur la croissanoe du champignon. 

Le milieu de Raulin avec saccharose pur est tout aussi d^favorable 
que les autres milieux (Raulin acide ou neutre). Par centre avec du sucre 
candi (contenant facteur de croissanoe) le d^veloppement est excellent. 
L’adjonction de vitamine B 1 active le milieu k base de saccharose. L^adjonc- 
tion d’ur^e seule au Raulin acide et neutre produit ime 16gere amelioration ; 
Tadjonction d’uree au Raulin avec sucre candi ne produit pas de modi- 
fications appr6ciables. 

Experience 20. Action de la vitamine B 1 confibin6e a celle d\n ion 
mitallique. 

Un grand nombre de m^taux sont connus pour leur action catalytique 
et acceierante sur le developpement de microorganismes. II s’agit gen^rale- 
ment de culture sur milieux naturels. Le plus frequemment cite est le zinc 
dont Taction est connue depuis Raulin. Le mode d ’action de ces ions est 
encore mal connu. Pour le zinc p. ex. il semble que son action soit liee k 
certaines conditions et ne soit pas aussi genera le qu’on Tadmet. 

l^’apres certains travaux recents, il semble qu’il faudrait envisager 
non pas une action directe du ion, mais une action de co-facteur de 
croissance (action sur un facteur de croissanoe priniaire). Le probl^me 
a deja ete examine dans une publication preeWente, particuli^remcnt 
en ce qui conceme Taction possible d’une substance minerale agissant 
a Tetat de traces et contenue dans Teau distill^' ou provenant d’une 
autre source. 

Il resulte de nos experiences que le zinc ajoute au milieu de Coons 
inactif ne conf^re a celui-ci aucune activite speciale, et qu'ajoute au 
milieu contenant la vitamine B 1, il ne modifie pas Taction de cette 
demifere : 

Coons seul 0 

Coons avec zinc 0 

Coons avec B 1 139,5 mg (moyenne de 4 experiences) 

Coons avec B 1 et zinc 127 „ (idem) 

Le meme phenom^ne s ’observe lorsqu’on part d’un milihu naturel 
(k base de malt): 

malt 1 % seul 31,25 mg (Moyenne de 4 experiences) 

malt 1 % et zinc 29 „ (idem) 

malt 1 % et B 1 29,9 „ (idem) 

malt 1 % et B 1 -f zinc .... 27 „ (idem) 

L’adjonction de vitamine B 1 un milieu dej^. riche en facteur de 
croissanoe n’exerce aucune action. 

Il est possible que sur un autre milieu naturel, un m^tal exerce 
une action oatal3d5ique ; mais il s’agirait Ik d’une influence sur la croissance 
en cours, fait banal et bien connUy et non pas d^un dManchement de la 
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croisaancef ce qui est le cos pour nos experiences et la distingue des essais 
executes avec d^autres organismes, 

Des essais ont et6 pratiques avec divers ions metalliques {Schopfer, 
1934). II en r^sulte que dans log phenomenes observes au cours d’un 
tr^s grand nombre d'experiences aucune action primaire d'un ion 
mineral n’est ^ envisager. 

Sartor y (13) a signal^ en 1923 qne le thorium combing avec une agitation 
de la culture, exerce Hur Vhyconiyces une action nette. A la concentration 
de V200 action antiseptique; Tinfluence est favorable de Vsooo ^ ^/loooo* 

Le milieu ernploy^^ est celui de Raulin, probab^ement avec sucre candi. 
Nous avons appliqu^ ces donn^es au milieu de Cooha avec et sans vitamine 
B 1. Lesel employ^ est lechlorurede thorium. 

Tableau XXIll. 

sel de thorium en mg pour HOccm de milieu ^ 0 ' 2 4 8 16 20 | 24 

tliorium seul 2' 21 4 5' 9 9^ 9 mg 

vitamine B1 -f thorium 137 102 103 130 150 133, 107 

Les milieux avec vitamine B 1 seule doniient des rt^'coltes qui vont de 
100 k 140 mg. 

1^ thorium seul exerce indiscutablement une leg^re action favor i- 
sante ; avec 20 et 24 mg pour 30 com de milieu il se forme un mycelium 
submerge bien developpe; par centre Tadjonction de ce metal a un 
milieu contenant deja la vitamine B 1 ne modifie pas sensiblement 
Taction de cette derniere. Les ehiffres obtenus s’intercalent dans les 
limittis de ceux que donnent les cultures avec vitamine seule. Dans les 
conditions de nos experiences le thorium ne joue pas le r61e d’un co- 
faeteur de croissance. 

Experience 2h Action de Vagar. Les phenomenes observe dans 
les milieux liquides se retrouvent aussi nets dans un milieu solide, 
agarise. On jieut se demander si cette substance, qui est tr^s impure, 
peut a elle seule jouer un role. 

Agar (pour 30ccm de milieu de Coons)-, 0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5 g. 
iSans vitamine HI, il se produit un faible mycelium de surface, mais aucun 
sporangiophore aerien, malgrt'* une dur^e de culture de plus de deux semaines. 

Avec vitamine B 1 (20 7 pour 30 ccm de milieu), un trds fort mycelium 
a6rien apparait; malgro les variations de consistance des divers milieux, 
il n*y a pas de grandes diftoences entre les diverses cultures. 

L’agar emplo}"^ ne semble done pas contenir de facteur de croissance, 
ou, tout au moins, s’il en contient un, il ne se manifeste pas dans les 
conditions de cultures realises dans nos experiences. 11 n’apporte aucun 
trouble et peut n’^tre pas pris en consideration dans Tinterpretation 
des resultats. Ce fait a son importance lorsqu’il s’agit de cultures con- 
cemant la formation des zygotes. 
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Expirience 22. Dur^ d'action de la vitamine B 1. En oe qui conceme 
le m^canisme de raction de la vitamine B 1, nous ne savons rien. Cepen- 
dant, nous observons que m^me dans les milieux tr^s insuffisants, les 
germinations de spores se font assez r^guli^rement. La d^ficience du 
milieu n’apparait qu’ensuite: le flocon form^ par Timbrication des 
boyaux de germination ne se developpe pas. Nous nous sommes 
demande combien de temps le mycelium doit sejourner dans le milieu 
contenant la vitamine pour pouvoir se developper compl^tement. 
Est-il n^essaire qu’il y reste definitivement, ou suffit-il qu*il soit pendant 
les premiers jours de son develoi)pement en contact avec le facteur de 
croissance ? 

Un certain nombre de milieux contenant 20 y de vitamine B 1 pour 
30 ccm de liquide sont inocules d’un mani^re egale. Apr^s 4 jours de 
culture, il n’apparait qu’un faible mycelium submerge; au 6^me jour, 
la croiite superficielle est form^ et les sporangiophores aeriens sont 
pr^ts a croitre. 

Les deux myceliums du 4^me et du G^me jour sont retires de leur 
milieu avec un fil de platine sterile, places dans de I’eau distills sterile 
afin d’etre laves (cela plusieurs fois), puis transportes dans un milieu 
inactif, sans vitamine B 1. Malgre les troubles apportds par le transfert 
(plissement et retoumement du mycelium), ils se devoloppent bien dans 
leur nouveau milieu; la croute superficielle se forme a nouveau, le 
pigment jaune apparait en grande quantite, de meme que les 8jx)rangio- 
phores aeriens. 

12 cultures avec vitamine B 1 donnent comme r6colte secho: 108, 
148, 135, 128, 163, 182, 176, 141, 141, 151 mg. 

Le myc<Slium transports au 4ome jour foumit dans son nouveau milieu 
73 mg de matiSre seche, celui du 6eme jour 150 mg. 

II ne semble done pas que la presence continue de facteur de crois- 
sance soit necessaire; apres 4 jours de contact et sans que le flocon 
produit depasse 15 mg, le developpement est presque normal dans le 
milieu inactif. Apr^s 6 jours, on ne voit aucune difference avec les 
cultures qui se sont develojipws compl^tement dans un milieu actif. 

On pent admettre qu’il y ait eu accumulation de vitamine B 1 
dans le mycelium forme ou que le court contact avec le facteur de 
croissance a suffi pour developper dans le mycelium, les substances de 
croissance specifiques dont le champignon doit avoir besoin. On peut 
egalement supposer une adsorption du facteur actif a la surface des 
h3rphes, qu’un simple lavage n’aurait pas pu detacher. 

Experience 28. Action du milieu dans lequel se sont d&velopp^ les 
champignons. 

6 cultures avec 10 y de vitamine B 1 pour 26 ccm de liqmde sont ino- 
cuiees d’une maniere egale. Apres le 2eme, 3eme, 4eme, ddme et 6eme 
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Expirience 26, Eaaai de rempldcement de la vitamine B 1 par d'autrea 
avbatancea connnea, II est d’usage courant, lorsqu^on a faire iin facteur 
de croissance non identifi6, d’essayer de le remplacer par d’autres 
substances connues. Ce mode de faire n’a plus ici le m5me int^rfet, 
puisque le facteur en question est cristallise et chimiquement connu. 
Diverses amines n’exercent aucuno action [Schopfer (16)]. 

Nous avons substitu6 la vitamine B 1 et le facteur de croissance du 
germe de bl6 et de la levure par des traces d’acides amines suivants : 1-leucine, 
d-leucine, d-alanine, d-l-alanine, d-l-valine, 1-dioxyphenylalanine, 1-tyrosine, 
d-1 -serine, 1-cystme, acide glutamique, arginine, d -lysine, 1 -histidine, 
d-l-proline, 1-proline, 1-oxyproline, tryptophane, ornithine. Aucun de ces 
acides n’exerce d’action pas plus que la cysteine, le glutathion, le bleu 
de m(^thylene, Tacide a&corbique, I’acide adenylique. Le carotene pur, en 
solution colloidale, est sans influence. Des substances banales comme I’acide 
urique, les urates, Turee ne jouent naturellement aucun r61e. 

Quoique des essais do co genre n’aiont plus grande signification, nous 
les continuous avec diverses substances qui, dans certains phenom^nes 
biologiques, peuvent jouer un role de catalyseur, ainsi qu’avec les corps 
qui, dans Texperimentation avec les animaux, sont censes pouvoir se 
substituer en partie a des vitamines proprement dites. En resume, pas 
plus que nous n ’avons une condition de culture telle que Phycomycea 
puisse se developper sans facteur de croissance, nous ne pouvons 
indiquer une substance capable de remplacer la vitamine B 1 dans 
son action si singuliftre. 

Le mannitol qui pour Streptothrix coralUnus intervient dans la 
croissance (Reader) et Tinositol qui jouerait egalement un role dans 
Teffet ,,bios“ (Eaatcott) sont sans action sur Phycomycea lorsqu’ils 
sont employes seuls, au titre de facteur de croissance. 

D, Calcul des doses minima et des rapports. 

La quantite de substance minimale encore active est extrftmement 
faible. D’apr^s les essais de Texperience 6 (doses variables de B 1), il 
suffit de 0,02 y pour 40 ccm de milieu pour rendre celui-ci assimilable, 
soit 0,0005 y par ccm de milieu. Avec 0,0025 y par ccm, le d^veloppement 
devient normal. CJette premiere quantite, 5 dix-milliardi^mes, est 
certainement Tune des plus faibles que Ton ait observes dans ce domaine. 

F. Reader (10) dans son etude sur le facteur de croissance de 
Streptothrix corallinua indique qu’une quantite de substance de 5 . 10" ^g 
pour 100 ccm suffit a provoquer un bon d^veloppement do cet organisme. 

Nos quantites sont encore plus faibles. Elies sont du m6me ordre 
de grandeur ‘que celle des infiniments petits chimiques (de nature 
min^rale) : d’aprfes Bertrand le manganese agit k la dose de 1 . 10"^® sur 
AapergiUaa] encore s’agit-il lli de la formation des conidies et non pas 
du developpement total. 
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11 est int^ressant d ’observer qu’^ partir de 1 y pou^ 40 com, la 
vitamine B ajoutee n’agit plus proportionnellement a sa quantity; un 
excfes est totalement priv^ d’influence; souvent meme nous observons 
une I4g6re diminution dans la quantity do mati^re produite, 

Le calcul du rapport entre la dose de vitamine B 1 et le poids du 
mycelium produit est egalement suggestif. D’apr^s I’exp^rience 6, 
le rapport croit de 0,02 a 0,1 y (pour 40 com de milieu); il passe de 
400000 k 500000, puis decroit avcc des quantites croissantes de vita- 
mine B 1. II faut egalement obseiver que la dose de vitamine corres- 

- ^ , poids sec produit 

pondantaun maximum du rapport ; — ne correspond 

quantite de vitamine 

pas exactement, il s’en faut de beauooup, avec la dose qui marque un 
arret dans Taugmentation de poids du mycelium produit. 

Il faudra, dans la suite, examiner I’influence de la vitamine B 1 
sur le coefficient eeonomique ct determiner, pour un poids de mycelium 
donn^, si la consommation en sucre est modifi^. Cette etude sera faito 
dans un prochain travail 

JS. Mecanisme de V action de la intamine B 1. 

Ct‘ttt' question, qui est capitale pour la comprehension de Taction 
des vitamines ot des facteurs de croissance est encore entouree de beau- 
coup d’obscurite. Il ne peut etre 6mis a ce sujet que des hypotheses. Le 
premier point a examines est celui-ci: Taction observe est-elle reellement 
due a la vitamine ou a une impurete qui lui serait jointe ? La preparation 
do vitamine que nous avons (B 1), obtenue apres plusieurs cristallisations 
presentt' toutos les garanties de purete. La dose a laquelle eUe commence 
a agir (5 dix milliardiemes) est si faible que nous avons de la peine k 
rapporter cette action a un autre corps qui lui serait present a une dose 
inconcevablement petite. Si Ton veut faire intervenir une impurete 
de nature minerale, il faut se rappeler que Taction la plus faible qui 
ait ete observe jusqu’a maintenant (action positive) est celle du manga- 
nese qui agit k la dose de 10*"^®; celle-ci est du meme ordre de grandeur 
que les doses observees par nous en ce qui concerne la vitamine B 1. 
Si Ton veut admettre une impurete agissant a la maniere du manganese, 
on voit ais^ment a quelle dose on arrive. 

dependant, dans le domaine des infiniments petits chimiques, une 
fois admise la possibilite d’une action a Tetat de trace, il faut, pour 
^tre cons^uent avec soi-meme, pousser le raisonnement th^rique 
jusqu’li ses hmites extremes; si quelques molecules seules sont encore 
pr^sentes, on doit encore envisager une action possible. Mais ce problfeme 
6chappe k Texperimentation directe. 

Il est n^cessaire de s’arr^ter une fois sur cette voie. Le raisonnement 
est admissible tant que Ton n’a pas une substance cristallis^, pure 
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et tant quo la dose do substance k ajouter est encore assez considerable. 
Mais si, comme c’ost cas pour nos recherches, on arrive un produit 
incontestablement pur agissant k I’etat de traces infimes, on peut 
logiquement conferer a cette substance Taction qui s’exprime dans nos 
experiences. 

Nous admettons done que e’est la vitamine B 1 qui agit. 

II semble aventureux de faire intervenir chez un microorganisme 
une vitamine specifiquement animale. La jonction n’a pas jusqu’k 
maintenant ete etablie. Cependant, si nous pensons que la plupart des 
vitamines indispensables aux animaux sont fournies par les plantes, il 
faut admettre que ces substances doivent jouer un role chez les vegetaux. 
Comment le facteur de croissance agit-il ? Nous pouvons dire : la vita- 
mine B 1 favorise, dans des conditions donnees, Tassimilation des 
sucres; pour un quantite donnee de sucre et de vitamine, Taction est 
d’autant plus forte que la teneur en asparagine est plus elev^. Mais 
il s’agit la d’une constatation plus que d’une explication. 

Nous nous demandons d abord si la vitamine agit indirectement 
ou directement ? 

LVxamen de la figure 10 avec la courbe ascendante du rapport 

poids sec produit ^ . 

— i pourrait sexpJiquer en faisant intervenir une 

quantite de vitamine 

substance inconnue, presente dans le milieu, provenant de Teau ou des 
constituants du milieu et qui a Tetat de traces infimes, paralyserait le 
developpement des spores qui viennent de germer. 

Cette hypothese — difficile k d^montrer — ne peut pas etre rejet6e k 
prion; la quantity de vitamine B 1 qui agit (limite mf^rieure d ’action) est 
du meme ordre de grandeur que les impuret^s metalliques imprevisibles et 
non d^celables — meme k Taide des m^thodes k la touche — qui peuvent 
provenir de Teau ou de Tun des constituants du milieu. Elle est infiniment 
plus petite que la quantity d’eau lourde qui doit th^onquement se trouver 
dans Teau ordinaire du milieu (hi la sterilisation n’en modifie pas la teneur). 

La vitamine agirait en neutralisant cette substance et permettrait 
par \k le developpement normal du champignon. On sait la peine que 
Ton a k obtenir un milieu qui soit totalement depour vu d’impuret^s 
metalliques, zinc p. ex. Ces impuretes metalliques peuvent etre jointes 
aux reactifs les plus purs, pour analyse et avec certificat de garantie. 
Cependant si Ton admet cette action inhibitrice d’une impuret^ non 
definie il est curieux de remarquer que sevle la vitamine B, d Vexclusion 
d’un grand nombre de substances essayies, 'possiderait la propri^ti de 
neutraliser son action dans le milieu, 

8i Ton veut faire intervenir une impuret^ inhibitrice iniiiale de 
Teau distill^ ou de toute autre origine, il faut essayer de preparer des 
milieux dont ces impuretes soient absentes. Nous avons tent^ de purifier 
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Teau distill^e par un traitement au noir animal actif. Ce traitement 
repose sur le principe suivant: en milieu faiblement alcalin, les traces 
de sels m^talliques passent a Tetat de combinaisons insolubles tels que 
phosphates, hydroxydes etc., qui peuvent etre adsorb^s par le charbon. 
Si tel est vraiment le cas et si ces substances jouent r^Uement un role, 
sur un milieu pr4par4 de la sorte et depourvu de facteur de croissance, 
le champignon devrait se developper normalement. Cela n’a pas ete 
observe jusqu’h, maintenant. Les r^ultats de ces experiences qui sont 
continuees, seront communiquees dans un prochain travail. 

Pour Tinstant, nous pouvons admettre comme hypothese de 
travail, que la vitamine B 1 agit directement sur le metabolisme du 
champignon. Les faits observes sont valables pour Phycomyces seul; 
les autres Mucorin^es ne reagissent pas avec la memo intensite, tout 
au moins au facteur contenu dans le germe de ble. II doit manquer 
quelque chose a Phycornyces pour accomplir son developpement ; grace 
a Tintervention de la vitamine B 1 dans le metabolisme de ce cham- 
pignon et dans les reactions enzymatiques qui sont a sa base, le develop- 
pement pent se produirc. Grace it ce ou a ces facteurs, Phycomyces 
peut accomplir compl^tement sa croissance en milieu submerge — en 
ana^robiose relative — • et passer a la vie a^robie normale ; les tropismes 
qui permettent aux sporangiophores de s’elever a la surface du milieu 
se manifestent. 


Remarquons qu’a partir d’une eertaine dose de vitamine (0,8 y), 
Ic poids du champignon n’augmente plus. Mais avec une dose beaucoup 

, ^ , V , poids sec produit , 

plus faible (0,1 y), le rapport — cessed augmenteret 

quantite de vitamine 

m5me diminue. Ces observations sont valables pour la dose de sucre 
utilisee. Ce n’est qu’avec des doses faibles de vitamine que le rendement 
est bon. Avec des doses de plus en plus fortes, la vitamine n’est plus 
completement iitUistk* pour Faugmentation de la matiere vivante 
produite. (Voir fig. 10, 11, 12.) 


Si nous admettons un coefficient d ’utilisation de 50% environ, ce 
qui est generalement le cas pour Phycomyces (de 40 a 50 %), nous voyons 
que pour former 110 rag de matiere vivante^ seche, il y a d5 avoir une 
utilisation de 220 mg de glucose; or le milieu en contient environ 3,3 g. 
La quantite de sucre consommw depasse de beaucoup 220 mg. Nous 
ne connaissons rien du rdle de la vitamine B 1 sur eette consommation 
totalo. Nous ne savons pas le role qu’elle ptnit exercer sur la respiration. 
Cette ^tude de Faction de la vitamine B 1 sur le coefficient d’ utilisation 
et sur le metabolisme energetique doit etre entreprise. 

Jusqu’^ maintenant, chaque fois que Fon a a faire a un facteur de 
croissance de microorganisme, on invoque plus ou moins clairement la 
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notion de bios. Le bios etait primitivement la substance n^cessaire k la 
croissance de certaines levures ; cette th^orie, reposant sur des faits exp^ri- 
mentaux certains, est issue des discussions de Liebig et de Pasteur et des 
travaux de WUdiers. Cette substance, qui en fait est le premier facteur de 
croissance signale, n’^ jamais et^ isol^. Les produits que Ton a cru 
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fig. 12. 

Fig. 10, 11, 12. Folds sec du champignon el valeur du rapport en fonctfon de doses 

vitamine 

variables do vitamine B 1. 

□ ; raccord des courbes entre elles. 

obtenir ont une activite discutable et ont fait I’objet de nombreuses 
controverses. Ce bios serait apparente aux vitamines B proprement 
dites et s’en distinguerait par une plus grande thermostabilite et une 
plus grande resistance aux alcalis. 

C’est au bios que Wasaink (27) croit pouvoir rapporter les ph^no- 
menes que nous avons signales chez Phycomyces. Nous avons d^jli 
montre que la technique utilisee par cet autem* [Narayanan et Drum- 
(7, 8)], pour separer le bios de la vitamine B 2, et que nous avons 
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appliqu^ [Schopfer (24)] pour preparer le facteur de croissance a partir 
du germe de bl^, separe bien la vitamine B 2 du bios, mais ne separe 
pas le bios de la vitamine B 1. Dans les extraits que nous avons utilises 
jusqu’a maintenant, la vitamine B 1 est certainement presente. Sa 
thermostabilite n^est tout de meme pas si faible qu’elle soit detruite 
dans nos milieux. On pent done expliquer tons les phenomenes observfe 
jusqu’^ maintenant chez Phycomyces par Taction de la vitamine B 1 
seule, sans faire intervenir le bios problematique. 

111. Action des vitamines cristailis^es sur la lermentation alcoolique. 

Une culture de Souxharomyces cere'iisiae Hansen (de Baarn) nous 
donne les resultats suivants (milieu semblable a celui utilise pour Phyco- 
myces) : 30 cem de milieu sont ensemences avec 4000000 de cellules de 
levure. Les ErlenrneyerH rc9oivent: 

1 cem d’extrait de germes de ble (k 17% de r^sidii sec). 

1 „ d’extrait alcoolique de leviires. 

J „ d’extrait concentre de levures (Hams). 

V 2 »» de solution de vitamine B 1 (10 y). 

Va ,t de solution de vitamine B 2 (10 y). 

Flacon t6moin. 

Le sucre utilise (m(^thode de Bertrnnd)^ Talcool formis le poids de 
levures produites sont mesures. 

Tableau XXVI. 

I' sucre utilise | alcool produit poids levures 


germe de ble 7,05 g I 2,8% 0,120 g 

extr. ale. levures | 6,3 g | 2 0,550 g 

extrait cone lev. ... , . IjSSg 0 , 2^0 0,012 g 

B1 ll 0,3 g - - 

temnin 0,2 g 1 — — 


La toneur on sucre mitialo est de 10 

Le poids des levures ensemencc^s ne constitue pas une causi^ 
d’erreur. La simple agitation des milieux permet par appreciation 
nephelometrique d'apprecier lea diffcTences. Nous n’avons pas determine 
la croissance relative (rapport entri' le nombre de cellules et le nombre 
de cellules formeea, d’apres T. Philipson, 1930). La determination du 
nombre de cellules d’ensemencement se fait avec la chambre a compter 
de Zeiss-Thoma. 

On voit done que — dans les conditions de nos experiences — les 
vitamines B nVxercent aucune action „bio8“ sur la fermentation, alors 
que tous les extraits utilises precMemment avec PJiycomyces agissent 
d’une fa9on marqu^. 
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L’extrait concentre de levures (Harris) est celui qui agit le plus 
fortement sur Phycomyces; il est curieux de relever que c’est lui qui 
semble le moins actif sur la fermentation dc Saccharomyces cereviaicLe 
Cette etude sur Taction des vitamines sur la fermentation n^a pas 6t6 
pouss^ plus loin. 11 nous suffit pour notre demonstration de trouver 
une souche qui soit tres sensible a Teffet „bio8“ (acceleration de la 
division des cellules) et pas du tout aux vitamines. Nous ne connaissons 
pas Taction de ees derni6res sur la fermentation en cours. 

IV. Relations entre la yitamlne B 1 et le bios. 

Nous ne soulcvons pas la question de Tidentite du facteur de 
croissance pour levures et de la vitamine B 1 ou B 2. Cette identite 
fut d’abord admiae au point que Ton penaait pouvoir mesurer la valeur 
d’un produit en vitamine B (antinevritique) par Taction de ce dernier 
sur la fermentation alcoolique. La non-identite des deux facteurs fut 
ensuite demontr^, et Ton a ad.mi8, d’une fa9on peut-etre hative, que 
seul un facteur de croissance de microorganisme pouvait agir sur la 
levure. Nous demontrons dans ce travail que Ton peut tout expliquer 
chez Phycomycea en faisant intervenir la vitamine B 1 seule a Texclusion 
du bios. 

Cependant une autre hypoth^se serait possible — pour Tinstant 
simple jeu de Tesprit — qui permettrait de faire rentrer dans nos concep- 
tions le bios ou tout autre facteur de croissance de microorganisme 
speciiique. La vitamine B 1 ne pourrait-elle pas permettre et favoriser 
la production de ce facteur specifique ? On classe grossierement les 
microorganismes en trois groupes, du point de vue de leurs besoins en 
facteur de croissance: ceux pour qui un facteur venant de Textcrieur 
est indispensable ; ceux qui peuvent se developper sans ce dernier, mais 
qui prosperent mal et ceux pour qui un tel facteur n’est pas n^ces- 
saire. II a ete demontre que certains champignons out la propri^te 
de laisser diffuser dans leur milieu le facteur qui leur manque; la 
croissance peut alors s’accomplir normalement sans ad junction de 
facteur exterieur. On pourrait admettro que toutes les Mticoriniea 
etudiws, qui sont moins sensibles au facteur de croissance et sc d^ve- 
loppent sans lui, possedcraient justement la possiblite de fabriquer et de 
diffuser le facteur indispensable. 

Phycomycea seul fcrait exception; il lui faut une facteur venant 
de Texterieur ou la |>ossibilit^ do le fabriquer: cette possibilite lui 
serait foumie par la vitamine B 1. Ce processus: vitamine B 1 bios, 
serait Tinverse de celui que Ton admet et qui semble prouve k 
Theure actuelle: bios vitamine B 1. Le bios indispensable la 
croisaanoe de la levure permettrait a celle-ci de synth^tiser le facteur 
antinevritique. Ce jiouvoir de synthase est specifique; toutes les 
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levures et les champignons ne le possMent pas. Monilia ca'ndida, 
Torula rosea, Mycoderma cerevisiae fabriquent le bios, Monilia Candida 
fabrique du facteur B. La possiblite d’un tel passage: bios -> vita- 
mine B, et rhypothese d’lm passage: vitamine -> bios, est rendue 
j)lansibJe par l(^s grandi's analogies qiii existent entre ]o facteur anti- 
ne\Titique et le facteur d(' croissance pour levure (bios) ; eette analogic 
Tej)ose sur I'idcuitite du matericd de depart et sur Tidentite de certaines 
juoprietes. dependant notre hypothese nest pas demontrable par le 
fait que si I’etude de la vitamine B fait de grands progres, celle du bios 
laisse (^ncore beaucoup h desirer. Pour les rapports entre le bios et les 
vitamin(‘s B voir J'(‘X])ose de Random et Rhnonnet in ,,Les \"itamines 

Par contn' nous ne savons j)as si, daiis nos extraits ])r(Vedemment 
utilises, l(‘vur(‘s, gerine d(‘ bk% pollen e'est bien la vitamine B 1 seule 
qui agit a IV'xelusion d<' tout autre facteur de croissance pour micro- 
oiganisnu' (‘t si c est elle qui r(‘couvre I’aetioTi de ee que nous avons 
apj)ele le facteur ^1. 

II n'c'st pas im}iOssible qu il y ait deux actions, qu'il s’agirait de 
sej)ai(‘r dans les (‘\traits im])urs qu(‘ nous avons ])rej)ares. Li*s extraits 
eites s(‘ sont rnontrcs beaucouj) j)lus stables aux alcalis que la vita- 
mine B 1. 

Si nous pouvions demontrer qu(‘ Ph ycota ya s, eultive sur milieu 
eonteiiant la vitamine B 1 seule, est eapable de fabriquer le facteur de 
microorganism(‘ qui lui manque, et par la demontrer que ce champignon 
reagit comme taut d’autres microorganismes a un facteur different de 
la vitamine B 1, nous ]K)urrions admedtre* que dans les (»xtraits cites 
c\‘st a la fois la vitamiin* B 1 (*t 1(* factcuir de croissance d(‘ microorganismt' 
(pii s‘y trouve certainement (voir action sur la l(‘vure) qui agissent. Pour 
l instant, nous faisons inti‘rv('nir la vitamiiu' B 1 stade. 

On pouriait eti’c tentc de generaliser les resultats ohteniis et de 
\oir dans la substanci* qui agit sur Phycomyas un facteur de croissance 
])articuli(‘r qui agirait en favorisant la croissance et le dcH’'elopi)ement 
c(dlulaire. II serait ])remature de faire uih^ telle generalisation, par le 
fait (ju’il n'(\st jnis encon* possible de retrouvia- avec les autres Mneorinees 
l(‘s faits si singuliers qui caia(*tiM-is(ait Phyconnjevs. 

De toute fayon c’('st la premiere fois que Ton ])eut montrer avec 
c(*rtitnde Taction d'un<' vitamim* cristallisee B 1 sur un microoiganisme. 

V. roiioliisioiis. 

1. L'imi)Ossibilite d(‘ cultiver Phycoviyvcs blakesleeanvs sur un 
milieu SMithetique est confirnuV, a Taidedc* diverses souchesde sexe (+) 

( ).' 
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2. En faisant varier les divers constituants du milieu utilise il 
n’est pas possible de r^aliser des conditions telles que le champignon 
se d^vcloppe normalement. 

3. L’adjonction d’une tr^s petite quantite de vitamine B 1 au 
milieu inactif suffit a permettre un developpement tres intense du 
champignon. 11 peut alors se developper sur un grand nombre de sub- 
stances Carbones ou azotes. 

4. Parmi les hydrates de carbone courants, le lactose seul n’est 
pas assimile. 

5. Grace a cette adjonction de vitamine, il est possible de deter- 
miner les besoins du champignon et de fixer les doses optima de sucre 
et d’azote (asparagine). 

6. La dose d’azote joue ^galement un role important: en presence 
d’une quantite suffisanto de vitamine B 1, une augmentation de la 
ration azot^ produit une tres forte elevation de la quantity de la 
matiere vivante produite. 

7. Le maximum d’activite de la vitamine B 1 semble se trouver 
aux environs de la neutralite (/)h 7—7,2). 

8. Les phenom^nes observes avec adjonction de B 1 se retrouvent 
malgre un chauffage a 135®, 

9. 11s sont fortement attenues par un traitement alcalin a Pautoclave. 

10. Le mode d ’action de la vitamine B1 est examine: une action 
indirecte par neutralisation d’une substance inhibant le developpement 
dans les milieux utilises est partiellement possible, mais non demontr^. 
11 semble plutot s'agir d’une action directe sur Tassimilabilite des 
aliments banaux du milieu. 

11. Une action relevant d’une impurete jointe a la vitamine B 1 
cristallis^ ne semble pas admissible. 

12. La possibilite d’une transformation par Phycomyces, de la 
vitamine B 1 en un facteur de croissance de mieroorganisme est envisagee. 

13. Les vitamines B 1 et B 2 sont sans action sur la fermentation 
alcoolique de Saccharomyces cerevisiae, L’effet bios est bien distinct 
de I’effet vitamine B 1. 

14. 11 n’est pas certain que dans les extraits precedemraent utilises 
(germe de ble, levure, pollen) la vitamine B 1 soit seule active. 

15. L’explication phenom^nes observes peut se faire entierement 
sans faire intervenir une action de bios externe (dependant d’une sub- 
stance ajout^ au milieu). 

Ces reshltats sont li^ a la purete des produits cristallises utilises. 

La formule suivante represente rwllement le milieu rigoureusement 
synthetique necessaire a Phycomyces: glucose 10%; asparagine 2®/oo; 
suAsite de magn^sie puriss. 0,5 ®/qq; phosphate acide de potasse puriss. 
1,5 ®/qo; vitamine B 1 crist. 25 y-%. 
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Note finale. Au cours de la correction nous avons effectu^ des 
essais complementaires avec un ^hantillon de lactoflavine prepare 
par Monsieur Karrer (Zurich). Les resultats furent presque compl^tement 
n^gatifs. La preparation de Karrer nous a ete envoy^ a Tetat cristal- 
lis^; celle de Kuhn nous est parvenue en solution; il se pourrait done 
que cette derni^re contienne un autre facteur actif, a Tetat d’impurete. 
De toute fa9on Taction specifique de cette vitamine sur Phycomyces est 
remise en question. Un produit S3mthetique dti egalement a Tobligeance 
de Monsieur Karrer que je remercie, s’est montre totalement inactif. 
II s’agit de la 9-(Dioxypropyl-)isoalloxazine, qui presente des pro- 
prietes analogues a celles de la lactoflavine. 

YL Biblio^aphie. 

1) U. Kuhn, P^Oyorgy u. T. Wagner-Jnuregg, Ber. d. Deutsch. chem. 
(Jes. 6, 1034, 1933. — 2) Ji. Kuhn, H. Rudy u. T. Wagner-Jauregg, ibidem 
6, 1950, 1933. — 3) P. Gyorgy, R. Kuhn n. T. Wagner -Jauregg, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 228, 27, 1933. — 4) Idem, ibidem 228, 21, 1933. — 

5) R.Kuhn u. T. Wagner -Jauregg, Ber.d.Deiitsch.chern. Ges. 67, 361, 1934. - — 

6) A. Lendner, Ann. Sc. nat. 8e h^r. 8, 1, 1897. — 7) H. T. Narayanan, 

Biochem. J. 24, 6. 1930. — 8) R. T. Narayanan &jid J .C. Drummond, ibidem 
24, 19, 1930. — 9) J. Orr-Ewing and F. Reader, ibidem 22, 440, 1928. — 
10) F. Reader, ibidem 22, 434, 1928. -— 11) Idem, ibidem 28, 61, 1929. — 
12) L. Randoin et H. Simonet, Les donnees et les inconnues du probleme 
alimentaire. II. La question des vitamines. Paris 1927 (Rapport entre lo 
bios et les vitamines B). — 13) A. Sartor y et R. Sartor y, C. r. Soc. biol. 

Pans 88, 743, 1923. — 14) W. H. Schopfer, C. r. Soc. phys. hist. nat. Geneve 
47, 165, 1930 (action du maltose). — 15) Idem, Bull. Soc. bot. suisse 40, 
87, 1931; 41, 73, 1931 (action des levures et extraits de levure). — 16) Idem, 
ibidem 41, 335, 1932 (germe de bl^). — 17) Idem, C. r. Soc. phys. 
hist. nat. 50, 152, 1933 (action de Penicillium). — 18) Idem, ibidem 
51, 29, 1934 (pollinies d’orcliKKos). — 19) Idem, ibidem 51, 169, 1934 
(pollen). — 20) Idem, Ann. Mycolog. 82, 1934 (action du .saccharose). 
— 21) Idem, Bull. Soc. bot. suisse 48, 141, 1934. -- 22) Idem, C. r. Soc. 
phys. hist. nat. Geneve 51, 26, 1934. — 23) Idem, Ber. d. Deutsch. 
bot. Ges. 52, 308, 1934 (vitamine B 1 et B 2). — 24) Idem, Arch. f. Mikro- 
biol. 5, 502, 1934 (germe de bio). — 25) H. Simonet, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 
2, 28 u. 94, 1933. - 26) A . L. Sergent, Les facteurs de croissance des microl)es 

sur milieux artificiels, Paris Doin 1928 (Etude des divers facteurs de crois- 
sance de microorganisrne ; rapports avec la vitamine B). — - 27) E. C. Wassink, 
Rec. d. Trav. bot. n^erl. 81, 583, 1934. — 28) J. Weaendonck, Planta 10 
456, 1930. - 29) R.J. W illiama and J . M . Honn, Plant -Physiology 7, 629, 
1932. — 30) A. Wtndaua, R. Tacheache, H. Ruhkopf, F. Laqueur, F. Schultz, 
Nadir, v. d. Ges. d. Wissensch. zu Gottingen, Mathem.-Physik. Kl. 1931, 
S. 207. — 31) A.Windaua, R. Tacheache, H. Ruhkopf, 2. Mitteilung d. 
Mathem.-Physik. Kl. 1932, S. 342. 



(Alls dem Laboratoriiim fiir Mikrobiologie der Universit&t Amsterdam.) 

Cber die Ursachen des Aufbl&hens Ton Belebtschlamm. 

Von 

Jan Smit. 

Mit 12 Textabhildimgen. 

(Ewgegmigen am 3, Oktober 1934.) 

Higforisches. 

AVahrend in den ersten 10 bis 15 Jahren nach dem Entstehen der 
Methode des aktivierten Schlammes die Betriebsfiihning von KJar- 
anlagen dieser Art zu dem Auftreten einer Blahnng oder ,,bulking“ 
des Schlammes keinen AnlaB gegeben zu haben scheint, mehren sich 
in den letzten Jahren die Klagen iiber diese krankhafte Krscheinung 
in auffallender Weise, und es hat den Anschein, als ob man jetzt offener 
zu sprechen wagt iiber ein t)bel, das man friiher mehr oder weniger zu 
verheimlichen sich gezwungen fiihlte. Jetzt aber kann man kaum noch 
eine Beschreibung einer Belebtschlammanlage in die Hand nehmen, 
worin nicht das gelegentliche Vorkommen der Schlammblahimg zu- 
gegeben wird. Wo es nicht einer unbekannten Ursache zugeschrieben 
wild, machen die meisten Autoren eine mangelhafte Beliiftung dafur 
verantwortlich, wodurch das Wachstum von Sphaerotilvs und ahnlichen 
Fadenbakterien (Cladothrix) veranlaBt werden soli, die durch ihre 
ineinandergewundenen Massen die Volumenvergrolierung des Schlammes 
und damit den Verlust der Absetzbarkeit herbeifiihren sollen. 

In letzter Zeit ist namentlieh in England die Frage nach der Ursache 
des Blahens ofters erortert worden, und viele hervorragende Fachleute 
haben ihre Meinung geaiiBert aiilaUlich eines Vortrages von W. Clifford (1), 
der der Erscheinung jede biologische Ursache abspricht und nur noch die 
Menge des Schlammes dafiir verantwortlich macht. 

Man hat diese Meinimg nicht imwidersprochen gelassen und darf wohl 
O. J. Fowler (2) Recht geben, daC hier eine gewisse Begriffsverwirrimg 
vorzuliegen scheint, indem man die erschwerte Absetzbarkeit des Schlammes 
in einer schlammreichen Mischung (aber ohne jede Herabsetzung der 
Schlammdichte) mit der typischen Blahimg verwechselt, bei der die 
Schlammdichte (Trockensubstanz je Volumeneinheit ) bis auf einen sehr 
geringen Minimalwert zuritckgeht und der hellbraune Schlamm oft fast 
durchsichtig wird (Abb. 1). In diesen Fallen sind meiner Erfahrung nach 
immer die untereinander verwachsenen Bakterienfaden in grofler Zahl 
anwesend, die St&rke <les Bl&hens geht der Menge dieser Hakterien 
parallel. ln<te«en darf man Clifford zugeben (wie auch Fowler tut), daJ3 
die UnterbelUff^^lhg des Schlammes einen gewissen Einflufl auf die kritische 
Schlammenge ausiibt, bei welcher die verzogerte Absetzbarkeit des normalen 
Schlammes anzufangen pflegt. 



tJber die Ursaehen des Aufblahens von Belebtschlamm. 


551 


Hier wird nur von der Blahung des abnormen Schlammcs die 
Rede sein. 

ttber die Ursachen diener ErHcheiniing hat man sich noch nicht einigen 
kdnnen. Wahrend die meinten Autoren eine UnterbelUftung dafiir verant- 
wortlich gemacht haben, imd z. B. KoJkwitz (3) die Erscheinung als eine 
Stoning de8 Gleichgewichts zwischen absorptiver imd regenerativer Kraft 
des Schlammes erklarte, durch die das Wachstum der Fadenbakterien 
ausgelost wird, hat Scott (4) wohl als erster den aus- 
schlieBlichen EinfliiB der Beliiftung verneint und ge- 
zeigt, dal3 Zucker (Brauereiabwasser) und Starke die 
Erscheinung horvomifen kdnnen. Zur selben Zeit haben 
Ruchhoft und Watkins (5) aus dem Blahschlamm der 
Des Plaines Jliver-Anlage die Fadenbakterien gezuchtet. 

Dleser EinfluQ des Zuckers und der Starke ist 
von mir 1932 siehergestellt worden (6), indem ich 
zeigen konnte, daB 1 g /Li ter Zucker und 2 g /Liter 
Starke zwar durch den eingearbeiteten Schlamm glatt 
verzelirt werden, aber geniigen, die Blahimg hervor- 
zunifeh, und dafl diese \^ieder riickgangig gemacht 
werden kann, wenn man don Schlamm mit zucker- 
freiem Abwasser beliiftct. Dagegen konnte gezeigt 
werden, dal3 die Zuckermengo in normalem (Amster- 
damer) Abwasser weit unter der genannten Grenze 
bleibt, und dal3 eveiituell beigemischter Zucker durch 
das Abwasser ziemJich schnell zersetzt wird, also kaum 
die Abwasserklaranlage erreichen diirfte. 

Neiiere Versuche haben dargetan, daB die Zer- 
setzungsprodukte des ZuckeF*s, organische Sauren und 
Salze, ebenfalls wirkuiigslos sind. Von Sauren wurden 
gepriift Milch-, Essig-, Amcison-, Butter- und auBerdem 
Salzsaure. Der Schlamm hatte die Fahigkeit, groBe 
Mengen dieser Sauren (bis zu 200 mg Liter und mehr) 
abzubauen, wenn nur das Anfangs-pH nicht unter 
5 lag. In diesen Fallen war das pH in einigen Stunden 
wieder bis oberhalb 7 gestiegen, uml der Schlamm 
blieb auch bei ofters erneuter Zugabe auf die Dauer st&rk bltthender 
gesund. War dagegen der Anfangswert 4 bis 4,5, so Belebtschlamm. 
blieb er in den meisten Fallen auf dieser Hbhe, und 

der Schlamm war bald durch Schimmelwac’listiun verdorben. Eine richtige 
Blahung blieb aber aus, und es zeigte sich nur eine etwas verstarkte 
Schlammzunahme, besonders nach einem Milchsaurezusatz, wahrend bei 
Salzsaure eine Schlammzehnmg unverkennbar war. 

In letzter Zeit hat sicji in Deut.schland Fr. Sciwnedt mit dieser Frage 
befaBt (7); seine Untersucliungen fuhrten ihn zu der Auffassung, daB 
niedrige Lufttemperatur und der Schwefelw^asserstoffgehalt des Abwassers 
die weitaus wichtigsten Ursaclien der Erscheinung sind. Dagegen verneint 
er auf Grund seiner Vei’suche die Bildimg eines Blahschlammes durch 
Zuckerzusatz, obwohl nach seinen Angaben die Farbe nach „Semmelgelb‘‘ 
umschlagen soli. Diese AuBeningen veranlaBten mich zur Nachpriifmig des 
Einf hisses einer Sulfidzugabe. Meine Erfahrungen standen aber zu den 
6V^mi>d<schen in vOlligem Widerspnich. Wahrend er eine Menge von 
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0,3 bis 0,6 mg /Liter fiir schadlich erklart, fand ich, dal3 die fortwahrende 
Zugabe einer NajS-Losung, entsprechend 5 mg imd sogar 10 mg /Liter 
HjS*, vom Schlamme wahrend einer langeren (20tagigen) Periode gut 
vertragen wurde, und (iafi eine Schwarzfarbung des Schlammes die einzige 
sichtbare Reaktion war. Eine Blahung wurde nicht wahrgenommen, obwohl 
die Klarwirkung etwas nachlieJB imd das Wasser sich triibte. 

Ich iibergehe die Ergebnisse einer langeren Reihe von Versuchen iiber 
den EinfluB der verschiedensten Stickstoffverbindungen, die man im 
Abwasser nachweisen oder nur vermuten kann, weil sie samtlich negativ 
ausfielen. 

Aus dem eben Mitgetoilten mufi man erkennen, dafi es nicht moglich 
sein wild, einen Stoff oder einige Stoffe zusammen fiir das Auftreten 
des Blahens verantwortlich zu machen. In dieser Hinsicht sind die 
Ergebnisse, welche in einer Versiichsanlage in Amsterdam-West ge- 
wonnen wurden, von erheblichem Interesse. Die Anlage ist derart 
eingerichtet, daB man die Reinigung in zwei Stufen von veianderlicher 
Zeitdauer vomehmen kann, nach denen je ein Klarbecken zur Trennung 
des Schlammes vom Wasser angeordnet ist. Jede Stufe hatte ihren 
eigenen selbst gebildeten Schlamm, welcher nach Bedarf reaktiviert 
werden konnte, ehe er aufs neue zur Arbeit kam. Das Wasser (100 cbm 
in 24 Stunden) war der AbfluB einer Emscherbrunnenanlage und wies 
wahrend der Versuche eine Permanganatzahl von 400 bis 800 mg /Liter 
auf. Die erste Stufe emiedrigte diese Zahl je nach der Beliiftungszeit 
auf etwa 200 bis 250 mg /Liter, so daB man erwarten konnte, die zweite 
Stufe wiirde dieses tiichtig vorgereinigten Wassers ohne Miihe Herr 
werden. Die Erfahrung lehrte aber, daB die zweite Reinigung unver- 
haltnismaBig lange Zeit erforderte (etwa 16 Stunden Beluftung), und 
daB auBerdem der anfangs sehr schone braune Schlamm aJle paar 
Wochen einer heftigen Blahung unterlag, obwohl die erste Stufe doch 
schon Stoffe wie Zucker und Schwefelwasserstoff bis auf den letzten 
Rest beseitigt hatte und in dem verhaltnismaBig diinnen Ablauf der 
ersten Stufe keine anderen Stoffe nachgewiesen werden konnten, die 
fiir diese sonderbare Erscheinung hatten verantwortlich gemacht 
werden konnen. Dagegen blieb der graue, stark iiberlastete Schlamm 
der ersten Stufe dauemd auf voller Wirksamkeit und blahte nicht, 
obwohl er die groBte Menge der Verunreinigungen, darunter Zucker 
und HgS, zu verarbeiten bekam. 

Fiir diese Tatsaohe kamen zwei Erklarungsmoglichkeiten in Be- 
tracht: daB das Wasser der ersten Stufe zu konzentriert war 

oder Stoffe eirthtelt, die die Organismen der Blahung schadigten, zweitens 
die, daB das Wasser der zweiten Stufe zu wenig von denjenigen Ver- 
bindungen enthielt, die als Bausteine des normalen Schlammes dienen 

* Die Darbietung von reinem Hj S hatte keinen Erfolg, da es in kurzer 
Zeit mit der Luft fortgerissen wurde. 
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konnen, so daB nur noch die Fadenbakterien sich vermehren. Die 
erste Anffassung verier ihre Wahrscheinlichkeit, als sich herausstellte, 
daB die aus dem Schlamme geziichteten Fadenbakterien (woruber 
spater) sich in dem unverdunnten Abwasser ebensogut oder noch besser 
vermehren konnen wie in dem halbwegs gereinigten. Die zweite Moglich- 
keit muBte fallengelassen werden angesichts der Tatsache, daB der 
Schlamm in der zweiten Stufe einen normalen Zuwachs zeigte und 
wahrend 2 oder 3 Wochen anf voUer WirksamJkeit blieb (sei es, daB 
die Reinigung mehr Zeit erforderte, als es die ziemlich geringe Ver- 
schmutzung des halb- 
gereinigten Wassers er- 
warten lieB), dann aber 
plotzlich ohne nachweis- 
baren Grund zu bJahen 
anting, wobei sich nur 
noch Fadenbakterien 
entwickelten (Abb. 2). 

t7bor die Or^anismen des 

Bl&hschlammes. 

Aus dieser Erkennt- 
nis heraus habe ich 
diese Fadenbakterien em- 
gehend untersucht, in 
der Hoffnung, in ihren 
Eigenschaften eine Er- 
klarung fur ihre zeit- 
weise abnorm starke 
Entwicklung zu finden. 

In ihrer oben erwahnten Arbeit ha ben Ruchhoft und Watkins 
glucosehaltigen Peptonagar zur Zuchtung verwendet. Meiner Erfahrung 
nach liefert dei Blahschlamm darauf eine so groBe Menge Kolonien 
anderer Bakterien, Pilze, Oospora u. a. m., daB das Auffinden der Faden- 
bakterien sehr erschwert wird. Ich habe deshalb als Grundsubstanz 
das halbgereinigte Abwasser benutzt, worin die Fadenbakterien so 
uppig wuchsen, und auBerdem noch kleine Mengen bis V 60 %) 
Pepton und Glucose zugesetzt, sowie 2% Agar. Hierauf wuchsen die 
gesuchten Bakterien viel besser (Abb. 3), so daB es moglich war, sie 
durch wiederholte Passagen von Begleitbakterien zu reinigen. Sie bildeten 
dann ziemlich langsam wachsende gi-aue Kolonien von etwa 1 bis 1,5 mm 
Durchmesser. Werden diese in steriles Abwasser mit 0,1 % Glucose 
und ebensoviel Pepton ubertragen, so bildet sich darin bei 20 bis 25® C 
ein wattenartiges Flockchen, welches auf dem Boden der Rohre bleibt 



Abb. 2. 

Mikroskopisches Bild yon Abb. 1. Vergr. 80. 
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Abb. 3. 

Wachstam der Fadenbakterien auf Abwasseragar mit 
0,1 ®/o Glucose, .lunges Stadium. Vergr. 96. 


und die uberstehende Fliissigkeit vollkommen klar lafit (eine etwaige 
Ti'iibung zeigt mit Sicherheit eine Infektion mit Bakterien an). Wird 
das Rohrchen stark geschiittelt, so wird das Flockchen zwar zerstoit, 

hat sich aber nach 
Stunde Ruhe neu ge- 
bildet, und die Flussigkeit 
ist wieder klar geworden. 
Die Faden sehen bei 
schwacher VergroBerung 
aiis wie die Abb. 4 zeigt, 
ein gefarbtes Piaparat 
(15(X)fach) bietet das Bild 
der Abb. 5, durchaus ahn- 
lich den Abbildungen von 
Ruchhoft und IF atkins. 
Vielfach aber nimmt der 
Organismus im Schlamme 
eine andere Gestalt an, er 
gleicht namlich einer Kette 
von Wurstchcn (Abb. 0), 
so daB man im Zweifel sein 
konnte, ob nieht einanderer 
Organismus vorliegt, wenn 
nicht im selben Praparat 
auch Stolleii vorkamen wie 
in Abb. 7, wo offenbar der 
gleiche Faden beide BiJdcr 
aufweist. In den Rein- 
kulturen habe ich aber 
die Wurstchenform niemals 
beobachtet. 

Das Wachstum in 
zuckerfreien Fliissigkeiten, 
wie Bouillon, Pepton- oder 
Hefewasser, ist langsam, 
wird aber durch Hinzugabe 
verwend barer Zuckerarten 
etwas gesteigert, besonders 
wenn Kreide anwesend 
ist, welche die gebildete 
Saure noutralisiert. Dem- 
entsprechend ist auch das 
Wachstum auf gewohnlichem Agar nur zogernd, wird aber auffallend 
besser, wenn einige Prozente defibriniertes Blut hinzugegeben werden. 



» Ai>b. 4. 

Relnkultur der Fadenbakterien. WasserprSparat. 
Vergr. 240. 
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Reinkultar der Fadenbakterien. (Jefftibtes Prttparat. 
Verfn. 12<K). 


tJbrigens scheint das Stickstoffbediirfnis nur gering zu sein, denn es 
fand auf einem Agar von Leitungswasser mit 0,1% Glucose noch 
merkliches Wachstum statt. Stickstoff der Ammoniaksalze, Nitrate 
Oder Harnstoff andert 
daran nichts, Amino- 
sauren wie GlykokoJl und 
Tyrosine sind dagegen 
in beschranktem Grade 
brauchbar. 

Optimale Verhalt- 
nisse der Temperatur und 
des Sauregrades liegen bei 
20 bis 25^ C und cinem 
Ph zwischen 6 und 8, wie 
dies schon Ruchhoft und 
Wathiif^ hervorgehoben 
haben. 

Der Zuekerstoff^echsel. 

Die Verarbeitimg von 
Zucker war von erheb- 
lichem Interesse ange- 
sichts seiner blahungs- 
fordernden Eigenschaften . 

In einer Losung von 
1 ^/(jPeptonund 0,1 % Glu- 
cose mit Kreide (in der 
optiniales Wachstum statt- 
findet, indem nach 4 bi^ 

5 Tagen der Zucker restlos 
verzehrt wird) wurden 
die 8toffwechselprodukte 
nach den tiblichen Me- 
thoden bestimmt. AuBer 
etwa 4 % Athylalkohol 
wurden etwa 6 % Ameisen- 
saure, 11 % Essigsaure 
und 53,5 % Milchsaure er- 
mittelt, die zusammen 
74,5 % des verschwun- 
denen Zuckers darstellen. 

Trotz einem UberschuB an 
Kreide war der Organismus nicht imstande mehr als 0,2 bis 0,3% 
Zucker zu verarbeiten, was die Aufstellung einer genauen Stoffwechsel- 



Abb. 6. 

Wiirstchenform im Blttbschlamm. Gef&rbtes PrHparat. 
Vergr. 1200. 
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bilanz sehr ersohwerte. AuBer der Glucose warden auch Lavulose, 
Maltose, Galaktose, Mannit, Saccharose und Salicin verarbeitet. Glycerin 
und Arabinose sind dagegen ungeeignet. 

Das Verhalten gegen 



Abb. 7. 

Ubergang <ier karzgliederlgen in die Wdrstchenform. 
Vergr. 1200. 


Sauerstoff ist dasjenige 
der fakultativ anaeroben 
Bakterien ; in vollgef iillten 
und verschlossenen Fla- 
schen findet ebenso gutes 
Wachstum statt wie bei 
voUemLuftzutritt. Trotz- 
dem hat sich eine Be- 
luftung der Kulturflussig- 
keit als ungunstig er- 
wiesen, ein unerwartetes 
Ergebnis, wenn man in 
Betracht zieht, dali die 
Blahung auch bei voller 
Beluftung auftritt und 
nicht durch Verstarkung 
der Luftmenge zuruck- 
zugehen scheint. Man 


muB daraus folgern, daB 

■ die Beluftung des Ab- 

wassers keine voile Satti- 
gung mit Sauerstoff her- 
beizufuhren imstande ist, 
worauf auch die gunstige 
Auswirkung einer Wieder- 
beluftung des Riicklauf- 
schlammes hinzudeuten 
scheint. 

Die systematische 
Stellung des Organismus 
festzustellen, hat wider 
Erwarten viel Muhe ge- 
kostet. Bis jetzt hat man 
nur kurzweg von ,,/SpAae- 
^ rotilua'' gesprochen, ohne 

TuBchepraparat der Belnknltur. Vergr. 1200. Beweise dafur beizu- 

bringen. Rvchhoft und 
Watkins zitieren die Meinung von W, C. Purdy, „that he believed 


it tp be a variety of 8phaerotilu8'\ betonen aber deutlich die Unter- 
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schiede zwischen der Beschreibung in Bergey^ Handbuch und den Eigen- 
schaften der von ihnen isolierten Bakterien. Ich kann dies nur voll 
bestatigen. Man muB Zugeben, daB die einzige Art dieser Gattung, 


8ph, natana (KiUzing), 
nioht sehr scharf be- 
schrieben ist [s. Kolk- 
witz (3), Trornmsdorf (8), 
Zikea (9), Naumann (10)], 
aber die allgemeine Auf- 
fassung geht dahin, daB 
unverzweigte Faden vor- 
liegen von 2 bis 3/^ Breite, 
welche sehr selten Pseudo- 
dichotomie zeigen und aus 
zylindrischen oder ovalen 
Zellen^bestehen, die inner- 
halb einer schwer farb- 
baren, oft nahezu unsicht- 
baren Scheide liegen. 
Die Fortpflanzung soil er- 
folgen durch unbewegliche 



Abb. 9. 

Sphaerotilus natant aus FIuBwasser. Wasseiprftparat. 
Verf?r. 240. 


odor bewegliche, meistens 


monotricho Konidien, die 
aus der Scheide heraus- 
wandern kdnnen. 

Nach RuchhoftA wie 
nach meinen Bef unden Ix*- 
tragt die Breite der Faden 
nur 1,2 bis 1,5/4. Pseudo- 
dichotomie tritt nie auf, 
weder im Belebtschlamm 
noch in den Reinkulturen ; 
auch bewegliche Schwar- 
mer konnten niemals wahr- 
genommen werden. Eine 
Scheide laBt sich weder in 
wasserigen noch in ge- 
farbten Praparaten nach- 



weisen. Auch am Tusche- 
praparat (Abb. 8) laBt sich 
die Frage nicht ent- 


Abb. 10. 

Oefttrbtes Prilparat der Abb. 9. Deutliohe Scheide. 
Veigr. 1200. 


scheiden. Man sieht zwar keine Scheide, aber an manchen Stellen 


liegen die einzelnen Zellen so weit voneinander entfernt, daB man wohl 
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das Vorhandensein einer gemeinsamen Hiille annehmen muB, die eine 
Scheide genannt werden konnte, obgleich sie nicht sichtbar gemacht 
werden kann. Ganz anders liegen die Verhaltnisse bei S'jiiaerotilua, der 
in verschmutzten offentlichen Gewassern vorzukommen pflegt^. Zwar 
sieht dioser dem Schlammorganismus ziemlich ahnlich, aber schon im 
Wasserpraparat (Abb. 9) iind noch deutlicher im gefarbten Zustande 

(Abb. 10) ist eine Scheide 
sichtbar, welche die Koni- 
dien umschlieBt. Einen 
weiteren Unterschied 
bietet das Entwicklungs- 
bild in fliissigen Kulturen. 
Unser Organismus wachst 
in einer klaren Fliissigkeit 
wie ein weiBer Watte- 
bausch, welcher nirgends 
anhaftet, sondern immer 
frei von der Glaswand 
bleibt. Der Sphaerotilus 
aus freier Natur aber 
haftet an der Wand der 
GefaBe wie an Blattern 
Oder Steinen in den (^e- 
wassern, wo er vom Strom 
bewegt(* Buschel bildet. 
Frei schwimmende Flocken bildet er nicht, jedoch die Glaswand l)e- 
deckt sich allmahlich mit einer anhaftenden Schicht. Bis jetzt ist 
es uns nicht gelungen, diesen „echten“ Sphaerotilvs auf festen Nahr- 
boden zu ziichten: es entwickeln sich nur Bakterien. 

Es ist also in hohem Grade unwahrscheinlich, daB die l)eiden 
Organismen identisch sind. Falls man den Bewohner des Blahschlammes 
trotzdem in die Gattnng i^phaerotilus einreihen will, wofur in der Tat 
manches spricht, so ware man doch zur Schaffung einer neuen S{)ezies 
gezwungen, fiir die ich vorlaufig den Namen Sph. paludosvs vorschlagen 
mochte. 

Noch andere Organismen haben in Verbindung mit der Schlamm- 
blahung unsere Aufm^rksamkeit auf sich gezogen. Wenn namlieh dem 
wie oben beschrieben mit NagS behandelten Schlamm von neuem 
Abwasser mit 0,1 bis 0,2% Zucker zugesetzt wurde, so stellte sich bald 


1 Der Freundlichkeit des Herm Ir,J.O, Elema in Assen (Holland) 
verdcmke ich eine Rohkultur dieses Organismus. 



Abb. 11. 

Cladothrix dtchotoma Im Bl&bschlamm. Veigr. 10(». 
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eine Blahung ein, aber die ursachlichen Organismen batten in diesem 
Palle die Gestalt der Cladothrix dichotoma (Cohn). Wie die Abb. 11 
daitut, sind jetzt die diehotomen Verzweigungen reichlich vorhanden, 
und man bekommt den Eindruck, dafi es sich um einen anderen Organis- 
mus handelt wie in dem gewohnlichen Blahschlamm oder in den Pliissen, 
in Widerspruch zu den Ausfuhrungen Naumann^ (11), der die Identitat 
des Sphaerotilua natana mit 
Cladothrix befiirwortet. Es 
hat unsnicht gelingen wollen, 
diesen Organismus auf festen 
Substraten zu ziichten, so 
dafi sich in dieser Prage keine 
Entscheidung herboifiihren 
laBt. 

Ein dritter Organismus 
hat i^och unsere Aufmerk- 
samkeiterregt, dessenWachs- 
tum iin Schlamme in der 
Abb. 12 festgelegt worden 
ist. Er zeichnete sich dureh 
eine uppige EntwickJung auf 
unseren Flatten aus und 
hatte in der Reinkultur das 
Aussehen langlicher Hefe- 
zellen . Die PMen zerf alien of fenbar leicht in oidiumart ige Teilstucke . Das 
,,(Vntraal Bureau voor Schimmelcultures^ in Baarn hat ihn als eine 
unb(»kannte Ai't der (battling Geotrichoides [Longeron et Talice (12)] 
erkannt, fur die ieh l)is auf weiteres den Namen Geotrichoides paludosus 
vorschlage. Mit der normalen Blahung hat er offenbar nichts zu tun. 

Zusammenfassung. 

Die Sehlammkrankheit, die als Blahung oder ,,bulking“ bekannt 
und gefurehtet ist, wird durch ein abnormes Wachstum von Faden- 
bakterien verursacht. Obwohl die Erseheinung hervorgerufen werden 
kann dureh eine dauernde Zugabe kleiner Mengen (0,1 bis 0,2%) Zucker 
oder Starke, muB die Ursache des plotzlichen und unerwarteten Auf- 
tretens ' der Krankheit in Klaranlagen nach dem Belebtsehlamm- 
verfahren anderswo gesueht werden, da Starke und Zucker nur in voll- 
kommen unschadlicher Menge im Abwasser vorzukommen pflegen. 
Verbindungen irgendwelcher Art, welche, wie der Zucker, die Krankheit 
auslosen konnen, sind bisher nicht gefunden worden. Das im Blah- 
schlamm vorkommende Padenbakterium wurde rein geziiehtet und naher 
untersucht, wobei sich herausstellte, daB es sich, entgegen der bisherigen 



Abb 12. 

Qeolrichoides jjaludoMun Im Schlamm. Vergr. 120 
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Annahme, wahrscheinlich nicht um Sphaerotilus natans (Kiitzing) 
handelt. Es wird der vorlaufige Name 8ph. paludoavs vorgeschlagen. 
AuBerdem werden zwei andere Organismen beschriebon, welohe sich 
gelegentlich im Blahschlamm zeigen konnen. Es bleibt weiterem 
Studium vorbehalten, die Ursachen zu erforschen, welche das massen- 
hafte Auftreten des Sph. pal'odoaus iind damit die Blahung veranlassen 
kdnnen. 

Ich mochte ziun SchluB nicht verfehlen, meinem Assistenten, Herm 
Dr. W, Kauffnumn, fiir seine rege Mithilfe Dank zu sagen. 
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iiber die Bedeatung des Kallums im Stoffwechsel tou 
Aspergillus niger. 

Von 

August Rippcl und Georg Behr. 

(Eingegangen am 22.0ktoher 1934.) 

Die Tatsache, daB Kalium fiir die Heterotrophen ebenHo notwendig 
ist wic fur die autotrophen griinen Pflanzen, wiirde bedeuten, daB jene 
ein giinstigerea Versuchsobjekt abgeben miiBten, da die Wirkung 
unabhangig von der Photos3rnthe8e ist. Wir haben daher Versuche 
an Aspergillus niger in Angriff genommen. 

1. Kalimangel und Oxals&urebilduiig. 

^olUurd^ hatte bereits feHtgentellt, daB bei Kalimangel viel ntarker 
Oxalsaiire gebildet wird als bei guter VerHorgimg mit Kalium. Bei dem 
auBerordentlich weohselnden Verhalten des Pilzes war eine Nachpnifung 
wiinHchenHwert. Tabelle I zeigt das Verhalten zweier Stamme auf physio- 
logisch saiu'em Substrat. Der Stamm Gottingen alt bildet (wie auch Stamm 
ZuH^tsrhe und Sttnnm Fulda, vgl. Tabelle VIII) normalerweise wenig Oxal- 
saiire; auf Nitratnahrlosimg (physiologisch alkaliKch) wird die Losung nach 
dem Zuckorverbrauoh alkalisch, die einsetzende AutolyKe ist von dem Auf- 
treten eines in alkalischer Losung violetten Farbstoffs und weiterhin einer 
huminartigen Braunfarbung begleitet. Stamm Berlin und Stamm Gottingen 
neu bilden dagegen stets viel Oxalsaure; die physiologisch alkalische Losung 
bleibt sauer; es tritt saure, nur von schwacher Gelbfarbung begleitete 
Autolyse ein (vgl. Behr^). 

Stamm Berlin zeigt das von Molliard beschriebenc Verhalten 
(Tabelle 1 ), namlich viel mehr Oxalsaure bei schlechter Kaliversorgung, 
wie l)esonders deutlich wird, wenn man die je I g Mycel gebildete Menge 
an Oxalsaure berechnet. Es kann sich nicht darum handeln, daB bei 
guter Kaliversorgung die gebildete Oxalsaure gleich wieder weiter ver- 
arbeitet wird, da das erreichtc Maximum an Oxalsaure je I g Mycel, 
obwohl noch Zucker vorhanden ist, nicht einmal an das Minimum bei 
der schlechten Kaliversorgung heranreicht. Hierauf wird gleich noch 
weiter zuriickzukommen sein. Stamm Gottingen alt zeigt dasselbe, 
wenn auch weniger ausgepragt; hier ist bei guter Kaliversorgung iiber- 
haupt Iceine Oxalsaure gebildet, bei schlechter immerhin eine einwandfrei 
festatellbare Menge. 

Einen weiteren Versuch, den Tabelle II zeigt, fiihrten wir nun mit 
dem Stamm Gottingen alt auf physiologisch alkalischer Nahrlosung durch. 

* 

‘ M. MoUiard, C’. r. Acad. Sc. 170, 949, 1920. — « G. Behr, diese 
ZeitHchr. 1, 418, 1930. 
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Tabelle 1. 


Alter 1 
der 1 
Knltur 

i 

Tage 1 

1 

Mit Kalium 

1 

1 


Ohno Kalium 


1 Mycel 

1 

1 « 

Ph 

L 

Oxal- 

saure 

1 8 

1 Oxal- 
I sanre g 

; 0 

1 

Znckeri 

Mycel 

e 

' Ph 

1 

Oxal- 

saure 

1 K 

Oxal- 
saure g 
je Ig 
Mycel 

1 

Zucker 

1 

4 

0,784 

1,47 

0,97 

0 

Stamm Gottingen alt. 
0 + 1 0,043 

3,56 

0 

0 

+ 

7 

1,970 

0 

0 


0,074 

2,82 

0 

0 

+ 

13 

2,679 

1,07 

0 

0 

+ 

0,131 

2,72 

0,002 

0,015 

+ 

28 

2,626 i 

1,06 

0 

0 


0,198 

2,31 

0,005 j 

0,025 

+ 

41 

2,616 1 

1,31 

0 

0 

1 — 1 

0,226 

1 2,27 

0,009 I 

0,040 

+ 

68 

2,490 

1,31 

0 

0 

, — ' 

1 0,298 

1 1,94 

0,020 

0,067 

+ 

4 

1,124 

1,32 

0,96 

0,006 

Stai 

0,006 

mm Bei 

+ 

*lin. 

0,061 

3,04 

1 ^ 

0 

+ 

7 

1,782 

0,064 

1 0,030 

--1 

0,082 

2,72 

0,013 

0,157 

0,142 

+ 

13 

2,201 

1,01 

0,068 

1 0,031 1 

4” j 

0,127 ' 

2,48 

1 0,018 

+ 

28 

2,273 1 

0,96 

0,040 

1 0,018 

1 

0,215 

2,01 

1,89 

' 0,044 
0,058 

0,205 

+ 

41 1 

2,180 

1,18 

0,007 

0,003 1 

1 

0,251 

0,231 

+ 

68 1 

2,126 1 

1,18 

0 

0 , 

— ii 

0,319 ' 

1,49 

1 0,140 

0,439 

+ 


Nahrlosung: Handelsrolirzueker ld%; (NH 4 ) 2 S 04 Na 2 HP 04 

0,25%; MgS 04 0,125%: ZnS 04 0,005%; K 2 SO 4 0 bzw. 0,20%. 75 com 

ill 250er .fiJr/(?<^/if'</(T-K 6 lbchen. Anfangs-pH 5,3. (Jeirnpft 9. Dezemlior 193(h 
Teinperatiir 28 fiis 30® (\ 


Wahrend also bei ,,Mit Kalium“ Oxalsaure erst bei annaliernder NeiitraJi- 
tat auftritt, ist sie bei ,,Ohne Kalium“ bereits im sauren (lebiet vor- 
handen, besonders deutlich wieder bei Umreehnung auf 1 g Mycel. 
In einem weiteren, aus Raumgriindcn hier nieht mitgeteilten Versuch, 
der dieses Ergebnis bestatigt, fanden wir bei ,,Mit Kalium“ ((),2()% 
K2SO4) bei ph 4,27 und einem Mycelgewicht von 1,727 g 0,014 g Oxal- 
sanre, mit ,,Wenig Kalium“ (0,01 % KgSO^) bei pn 3,80 und einem Myeel- 
gewicht von 1,004 g 0,009 g Oxalsaure, wahrend ,,Ohne Kalium“ bei 
Ph 3,46 bzw. 4,67 und einem Mycelgewicht von 0,308 bzw. 0,329 g 0,044 
bzw. 0,196 g Oxalsaure ergaben. 

Im Versuch der Tabelle II bestimmten wir auch die Gluconsaure ; 
(^itronensaure fehlte vollstandig. 

Eiir die (Jluconsaure sind zwei Spalten angegeben. In der ersten gc'iien 
wir die Gluconsaure an, die sich aus der Menge des in dor abfiltrierten 
Losung aus zugesetztem CaC^Og in Losung gegangenen Calciums errechnet. 
Hierbei kann es sich indessen nur um die freie Gluconsaure handeln. Oxal- 
saiu’e wird dabei nieht mit erfaBt, da die Losung noch saner I’eagiert, Oxal- 
saure also als Ca-Oxalat ausf alien mull. 

Um nun auch die gebundene Gluconsaure zu erfassen, batten wir diese 
durch Ausfallen in Alkohol bestimmen konnen, hatten aber mit dieser 
Methode ganz unbefriedigenden Erfolg, selbst? bei Testversuchen mit reiner 
Gluconsaure. Infolgedessen errechneten wir die gebundene Gluconsaure 
auf folgende Weise: Wir bestimmten den Verbrauch an Nitratstickstoff 
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Tabelle II. 


Alter 

Tage 

Mycel 

g 

Pa 

OlnoonsSnre i 
fiei I 

g j 

Olnooneiiiire 

korrlgiert 

Ozals&nre 

e 

Oxalsaure 
gje IgMyoel 




Mit Kalium. 



4 

0,103 

8,72 

0,160 

0,206 

0 ! 

0 

8 

0,783 

3,18 

0,290 

0,704 

0 

0 

14 

1,011 

6,01 

0,074 

0,638 

0,006 

0,006 

18 

1,048 

7,10 

0 

0,248 

0,091 

0,090 

28 

0,636 

7,30 i 

0 

0,078 

0,170 

0,268 

60 

0,555 

7,48 ! 

0 

0 

0,198 

1 0,857 




Obue Kalium. 



4 

0,043 

3,14 

0,160 

0,175 

0 

0 

8 

0,232 

3,36 

0,240 

0,342 

0 

0 

14 

0,183 

0,81 

0,361 

0,516 

0,008 

0,044 

18 

0,267 

1,02 

0,400 

. 0,646 

0,006 

0,023 

28 

0,288 

3,20 

0,480 

0,621 

0,006 

0,021 

50 

0,464 

2,81 

0,179 

0,359 

0,086 i 

0,186 


NahrlOsung: Handelsrohrzucker 6%; NaNOg 0,33%; MgS 04 1,0%; 
ZnS 04 0,006%; Na 2 HP 04 0,20%; K,S 04 0 bzw. 0,20%. Anfangs-pn 6,23 
bei ohne, 6,29 bei mit Kaliiun. 76 ocm in 260er JS7rZem»ei/er-K6lbchen. 
Temperatur 28 bis 30® C. Geimpft 18. August 1930. 


sowie das in sp&teren Stadien gebildete, in dem Substrat vorhandene 
Ammoniak. Bei der Nitratverarbeitung wird Natrium frei, das gebildete 
Glucons&ure neutralisiert; ebenso neutralisiert das entstehende Axnmoniak. 
Aus beiden Zahlen ergibt sich das Aquivalent an Glucons&ure. Von dem so 
gefundenen Wert wurde nun der Aquivalentwert der ermittelten Oxals&ure 
abgezogen. Wo freie Glucons&ure vorhanden war, wxirde diese in der Spalte 
der korrigierten Werte naturlich vorher zur errechneten hinzu addiert. 
Selbstverstandlich kann diese Methode nicht genau sein, diirfte aber fiir 
Vergleichswerte geniigen. Insbesondere sei noch darauf hingewiesen, daB 
sie natiirlich nioht brauchbar ist, wenn die Oxals&ure wieder abnimmt, 
was aber bei vorliegendem Versuch nicht der Fall war. 

Der Versuch zeigt wiederum, daB Oxalsaure bei „Wenig Kalium'' 
im sauren Gebiet auftritt, sowie femer, daB sie mit dem Beginn des 
Schwindens der Gluconsaure ersoheint, womit die alte Erfahrung be- 
statigt ist, daB (^e Oxalsaure die Endstufe im Saurestoffwechsel von 
AajpergiUus darstellt, was fiir unsere weiteren Ausfiihrungen wichtig 
ist. Es geht weiterhin daraus hervor, daB die Oxalsaure nioht etwa 
deshalb ^i „Viel Kalium'' zuriicktritt, weil sie nach dem Entstehen 
sofort wieder waiter verarbeitet wiirde. Denn solange die Gluconsaure 
noch zunimmt, also nicht verarbeitet wird, ersoheint es ausgesohlossen, 
daB gebildete Oxalsaure verarbeitet warden soUte. Immerhin setzten 
wir noch einen besonderen Versuch in dieser Richtung an, indem wir 
von vOmherein freie Oxals&ure der Nahrldsung zusetzten, wobei sich 
bei Stamm QdUingen aU folgendes ergab: 

Ardhiv ftlr nikroblologie. Bd. 6. 
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Tabelle III. 


Ohne Oxalstture 


Hit Oxalsilnre 


Hit 

Sohwefelsiinre 


PE 

mg Oxalsaure gesamt 


Kulturdauer 0 Tage. 
... II 4,27 


2,68 2,60 

78,0 - 


Myoel in g 

Ph 

mg Oxais&ure gesamt . 
„ „ gebildet 


Kulturdauer 3 Tage. 


0,603 

4,69 

4,6 


0,424 

4,26 

84,6 

6,6 


0,741 

4,84 

4,3 


Myoel in g 

Ph 

mg Oxalsaure gesamt . 
„ „ gebildet 


Kulturdauer 6 Tage. 


1,337 

4,16 

49,7 


1,406 

4,26 

122,6 

44,6 


1,719 

4,23 

68,6 

68,6 


Myoel in g 

Ph 

mg Oxalsaure gesamt . 
„ „ gebildet 


Kulturdauer 9 Tage. 
. . . 1,963 

. . . 4,22 

. . . 172,3 

. . . 172,3 


2,131 

4,36 

240.6 

162.6 


2,311 

6,38 

224,3 

224,3 


Nahrlosung: Handelsrohrzucker 10%; NaNOa 1,3%; KHjP 04 0,06%; 
MgS 04 0,125%; ZnS 04 0,006%. Zusatz 0 bzw. 78 mg Oxalsaure (2 Mole* 
kiile Wasser) bzw. 1 com Schwefelsaure 1:5. 76 com Nahrlosung in 250er 
Kolbchen. Temperatur 28 bis 30® C. Geimpft 21. Juni 1933. 


Es ist also bei vorherigem Zusatz von Oxalsaure ebensoviel Oxal- 
saure neugebildet wie ohne diesen Zusatz, und die zugesetzte Oxalsaure 
ist vollstandig erhalten geblieben. Der Vergleichsversuch mit von 
vornherein zugesetzter Schwefelsaure zeigt, daB die Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration keinen Einflufi hatte. DaB hier die 
Zahlen bei 6 und 9 Tagen noch hoher liegen als in den beiden anderen 
Fallen, erklart sich aus dem hoheren Myoelgewicht, wonach also die 
Schwefelsaurekultur physiologisch alter war. Auffallend ist hier die 
hohe Oxalsaurebildung iiberhaupt; der Stamm Gottingen aU ging namlich 
im Laufe der Zeit zu immer s^^kerer Oxalsaurebildung iiber (vgl. S. 570). 

2. KaUmangel und Stiekstoff-StoffweehseL 

Schmalfusa^ hatte bei Hafer eine Stoning des EiweiBstoffwechsels 
unter Kalimangel festgestellt, die wir* fiir Hafer und Kartoffeln be- 
statigen konnteii. Fiir Pilze liegen noch keine diesbezuglichen Angaben 
vor, da Schrmlfuaa nur einen Versuch erwahnt mit Aoetamid als N- Quelle, 


^ K* Schmalfu88, Ph 3 dx)pathol. Zeitsohr. 5, 207, 1932. — * A. Rippelp 
G. Behr u* R. Meyer, Zeitschr. f. Pflaiusenem. A. 96, 1933. 
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aus dem nicht viel zu entnehmen ist. Bei unseren Untersuchungen 
au Aa'pergiUua niger, Stamm Odttingen aU, fanden wir z. B. folgendes 
(Tabelle IV). 

Tabelle IV. 

In der Myeel-TroekensubstaDz 
KgO NaaO Gesamt-N I BiweiB-N NHj-N 

<>/o o/o o/o <>/o o/o 

Mit Kalium 1,60 8,71 || 1^33 10,67 336 2,83 I 0,27 73,3 

Ohne „ 0,26 4,14 || 0,08 0,35 6,44 2,68 1,47 49,3 

Nahrlbsung: Zucker 10%; NaNOg 1,3%; NagHP 04 0,2%; MgSO^ 
1,0%; ZnS 04 0,005%; Citronensaure 0,1%; KjS 04 0 bzw. 0,2%. 60ccin 
N&hrlbsung in 260er KOlbchen. Temperatur 28 bis 30® C. Impfung 7. Mai 
1932. Kulturdauer 4 Tage. 

Die Ammoniakzahlen, die aus dem l^trat der Eiweifibestimmung 
durch Destillation mit Magnesia ermittelt wurden, kontrollierten wir 
durcii Ausschiitteln des Mycels mit Kochsalzlosung und kolorimetrische 
Bestimmung, wobei sich die Werte 0,14% fiir +-Kalium und 1,20% 
fiir — Kalium ergaben. Es zeigt sich also, daB das K-arme Mycel 
ganz erheblich mehr Ammoniak hatte als das reichlich mit Kalium 
versorgte. Ein weiterer Versuch, in dem auch die N-Formen des Sub- 
strats bestimmt wurden, ergab ein gleiches (Tabelle V). 


Tabelle V. 



Mycel 

g 

Oesamt-N 

Ph 

»/o 

EiweiB-N 

®/o 

NHg-N 

Biweifi-N 
in o/q des 
Uesamt-N 

Kulturdauer 4 Tage 

1 

Mil Kalium. 




Mycel 

Substrat .... 
Kulturdauer 7 Tage | 

o 

00 

— 3,84 

3,22 

0,16% 
0,05 mg 

83,9 

Mycel j 

Substrat . . . . , 

Kulturdauer 7 Tage 

1 0.64 

1 1 

— 3,49 

5,67 i 

Ohne Kalium. 

2,99 

1 

0,06 % 
0,38 mg 

85,7 

Mycel 

Substrat .... 

0,074 

- 4,73 

3,95 

3,21 

0,21% 
0,16 mg 1 

67,8 


N6hrl6sung: HohrzuOker 3%; NaNOg 2,8%; NaHjP 04 0,026%; 
MgS 04 0,026%; CaS 04 0,026%; Fe,Clg Spur; NaCl 0,06%; KCl 0 bzw. 
0,06 %. 60 com LOsung in 260 er Kdlbchen. Temperatur 28 bis 30® C. 

Geimpft 16. November 1931. 

Es ist dabei auffallend, daB die Unterschiede zwischen + K und 
— K im Substrat nicht hervortreten bzw, sich sogar umkehren konnen. 
Auch bei weiteren Versuchen fanden wir nur in sp&teren Entwicklungs- 


EiwciB-N 
in o/o des 
Oesamt-N 
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atadien ein geringes Mehr an NH 3 -N im Substrat K-armer Kulturen, 
namlich 0,78 und 0,95 mg gegen 0,32 und 0,38 mg in K-reichen Knlturen 
bei annahemd gleichem, um 4 liegenden pH-Wert. 

Das Ammoniak tritt im Mycei der K-armen Kulturen so stark 
in Erscheinung, dafi der EiweiBanteil erheblich niedriger liegt als in 
K-reichen Kulturen. Bei hoheren Pflanzen war dies weder bei den 
Versuchen von Schmalfuas nooh bei eigenen der Fall, da der NHg- 
Gehalt im Vergleich zum EiweiBgehalt absolut so gering war, daB er 
sioh in dieser Richtung kaum auswirken konnte, wenn auch die Tatsache 
des hdheren NHg-Gehalts bei K-Mangel dort ebenfalls hervortritt. 

Die Entstehung des Ammoniaks kann auf zweierlei Art erfolgen: 
Entweder unmittelbar durch Reduktion der Nitrate oder durch Autolyse 
des bereits organisch festgelegten Stickstoffs. Zunachst m6chte man der 
ersten Auffassung zuneigen, da die NHj-Anhaufung im K-armen Mycei 
auf einer Stufe sehr geringer Mycelproduktion erfolgt, wie die tJbersichten 
oben zeigen, auch Schwartz^ zeigen konnte, daB sehr friihzeitig in der LCsung 
eine Verarbeitung der Nitrate eintritt. Aber andererseits konnte die starke 
NHg-Anhaufung gerade in den Zellen auf die zweite Moglichkeit hindeuten, 
wenn man nicht annehmen will, daB die Mehraufnahme von NHg zwangs- 
maBig infolge der bei K-Mangel verminderten Basenzufuhr erfolgt, was 
indessen wenig wahrscheinlich ist. Denn bei obigem Versuoh batten wir 
absichtlich einen sehr groBen t)berschuB von Na imd Mg gegeben, weshalb 
eher ein Kationenaustausoh (NHg aus der Zelle in das Substrat) zu erwarten 
gewesen w^^re. 

DaB eine Autolyse sich auch in saurer Losung, wie sie oben vorlag, 
vollziehen kann, hat der eine von uns (Behr^) gezeigt. Schwierig ware es 
allerdings, sich vorzustellen, daB eine Autolyse sich bereits bei so j ungem 
Mycei einstellen sollte. Das kann hier nicht entschieden werden. Jedoch 
sei auf einen Gesichtspimkt aufmerksam gemacht, den wir^ kiirzlich heraus- 
stellten: Wir kamen dort zu dem SchluB, daB bisher noch kein Grund vor- 
liegt, eine Beteiligung des Kaliums bei dem Umsatz der Kohlenhydrate 
abzulehnen. Wir legten dort noch besonderen Wert auf den Ausdruck 
„Um8atz“, da bei Heterotrophen eine Syrithese der Kohlenhydrate aus 
Kohlenskure wohl ausscheidet, die Bedeutung des Kahums aber ebenso groB 
ist wie bei Autotrophen. Alle Erscheimmgen des K -Mangels zeigten auch 
die Erscheinungen eines N-tlberschusses, wie auch Schmalfusa feststellte. 

Es ware demnach durchaus denkbar, daB der durch N-UberschuB 
forcierte N-Stoffwechsel schon in einem sehr fruhen Wachstumsstadium 
zu einer Art „Altersefscheinung“ fiihrt, die mit einem EiweiBabbau 
verbunden ist. Vielleicht liegen auch die Verhaltnisse so wie es bei 
hoheren Pflanzen schon unmittelbar makroskopisch zu beobachten ist: 
Bei Mangel vetgiJben die alteren Blatter friihzeitig, und der darin ent- 
haltene Mangelnahrstoff wird in jiingere Teile transportiert, um dort 
weiter zum Aufbau zu dienen, so daB also praktisch genommen der 

^ W, Schwartz u. H. Steinhart, diese Zeitschr. 4, 301, 1933. — * 6?. Behr, 
ebenda 1, 418, 1930. — ^ Zit. S. 664, Anm. 2. 
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altere Teil der Pflanze unter den Erscheinungen des Eiweifiabbaues 
stande, der sich naturgemafi einstellen xniiBte, wenn etwa durch Heraus- 
zieben des Kaliums nicht mehr die Bedingungen des jugendlichen 
Stoffwecbsels gegeben waren. Dafi femer in der Pflanze EiweiBaufbau 
und Eiweifiabbau nebeneinander hergehen und in ihrem gegenseitigen 
Gleichgewicht von gewissen Faktoren (Sauerstoff) bestimmt werden, 
hat Mothea ausgefiihrt (vgl. dazu weiter unten). Jedenfalls ist es, 
wenn auch nicht bewiesen, so doch keineswegs ausgeschlossen, dafi 
die Entstehung des Ammoniaks in K-armem Mycel durch Auto- 
lyse zu erklaren ist. 

8. Kalimangel und Okonomischer Koeftizient. 

Wenn viele Versuche^ ergeben hatten, dafi bei K- Mangel hohere 
Klanzen weniger Kohlenhydrate enthalten als reichlich mit K versorgte 
Pflanzen, so war bei Pilzen ein entsprechender Unterschied im okonomi- 
schen Koeffizionten (6. K.) zu erwarten in dem Sinne, daB vielleicht 
K-arme Mycelien unokonomischer arbeiten wiirden als normale. Das 
Ergebnis diesbeziiglicher Versuche ist in den beiden Tabellen VI und VII 
niedergelcgt. 

Es ist also tatsachlich der o. K. bei schlechter Versorgung mit 
Kalium niedriger als bei guter^. Hierbei muB aber beriicksichtigt 
werden, daB, wie die Tabellen zeigen, auch bei schlechter Stickstoff- 
versorgung im Vergleich zu guter qualitativ die gleiche Erscheinung 
auftritt. Zwar ist die Depression bei Kalimangel in quantitativer 
Hinsicht augenscheinlich erheblich starker als bei Stickstoff mangel ; 
aber es konnten doch Zweifel bestehen, ob es sich nicht um eine all- 
gemeine Mangelerscheinung handelt, wie denn auch schon von anderen 
Autoren festgestellt wurde, daB der o. K. bei langsamem Wachstum 
niedriger sein soli als bei gutem, was indessen nicht immer zutrifft, 
Denn Flieg^ fand bei Fett als einziger C- Quelle, trotz sehr langsamen 
Wachstums, fur Aspergillus niger einen hohen 6. K. (um 0,70) wahrend 
der ganzen Entwicklungszeit, Es spielt also weniger die mehr oder 
weniger groBe Angreifbarkeit der C- Quelle eine RoUe als ihre Eignung 
iiberhaupt. Diese Eignung wird aber abhangen von den die Verarbeitung 
begleitenden Umsetzungen. 

^ Siehe S. 564, Anm. 2, — * Auch P, Bretin, P. Mancecm u. J. Cachet 
(C. r. Soc. Biol. 106, 196, 1931) stellten bei Penicillium hOheren Zucker- 
verbrauch mit abnehmender K -Versorgung fest, femer Abnahme der 
Phytosterin- und Zunahme der Lecithinbildung. Doch lessen die Zahlen 
keinen eindeutigen SchluH zu, da K als KNOa gegeben, somit auch die 
N-Konzentration variiert wurde, wobei allerdings noch Ammoniunmitrat 
in der GrundlOsung gegeben war. — ® O.Flieg, Jahrb. f. wissensch. Bot. 
61, 24, 1922. 
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A. Rippel u. Q. Behr: 
Tabelle VI. 



Mycel- 

gewioht 

g 

Yerbraiiohte 

Glucose 

l^Teel 
je 1 g ver- 
brauchte 
Glucose 

Myoel je 1 g 
verbrauchte 
Glucose, 
korrlglert 

Stlure n/25 

ccm 

Alter 45Std. 






viel N, + K . . 

0,0322 

0,077 

0,42 

— 

2,2 

. N, -K . . 

0,0194 

0,055 

0,36 

0,38 

2,8 

wenig N, + K . . 

0,0224 

0,068 

0,39 

0,46 

3,2 

. N, -K . . 

0,0168 

0,048 

0,33 

— 

3,1 

Alter 69Std. 



viel N, + K . . 

0,1013 

0,233 

0,43 

— 

2,0 

„ N, — K . . 

— 

— 

— 

— 

— 

wenig N, 4* K . . 

0,0555 

0,153 

0,36 

0,45 

5,8 

„ N, — K . . 

— 

— 

— 

— 

— 

Alter 117 Std. 






viel N, + K . . 

— 

— 



— 

— 

« N, ~K . . 

0,0601 

0,220 

0,27 

0,32 

6,1 

wenig N, 4“ K . . 

— 

— 

— 

— 


« N, - K . . 

0,0509 

0,217 

0,23 


10,6 

Alter 126 Std. 


viel N, 4-K . . 

0,1426 

0,362 

0,39 

— 

1,0 

« N, -K . . 

— 

— 

— 


wenig N, 4- K . . 

0,0828 ! 

0,316 

0,26 

0,42 

16,0 

„ N, — K . . 

— 

— 

— 



Alter 8 Tage 






viel N, 4- K . . 

— 

— 

— 

— 

— 

« N, ~K . . 

0,0839 

0,342 

0,24 

0,28 

7,0 

wenig N, 4- K . . 

— 

— 

— 

N, - K . . 

0,0682 ' 

0,284 

0,20 

— 

12,6 

Alter 14 Tage 



viel N, + K . . 

— 

— 

— 

— 

— 

» N, -K . , 

0,0690 

0,362 

0,19 

0,22 

— 

2,4 

wenig N, 4 K . . 

0,0804 

0,362 

— 

12,0 

. N, -K . . 

0,0663 

0,362 

0,18 

— 

14,0 


0,362 g Glucose im Kolben. 

Ndhrldsung: 0,6% Glucose; 0,03% Na2HP04; 0,05% MgS04, 0,005% 
ZnS04; % Citronensaure ; 0,12 bzw. 0,01% NaNOg, 0,026 bzw. 0% 
K2SO4. 76 ccm in 260er Kolbchen. Impfung 8. Juni 1933. Temperatur 
28 bis 30® C. 

Im vorliegenden Falle lafit sich nun die Depression im 5. K. bei Stick- 
stoffmangel befriedigend erklaren. In Tabelle VI sind in der letzten Spalte 
die Titrationswerte der Kulturldsungen angegeben, wobei die besonders 
hohen Zahlen bei „Wenig Stickstoff“ auffallen. Es kann sich dabei nur um 
Gluconsaure handeln, da Citronensaure von unserem Stamm iiberhaupt 
nicht gebildet wurde und Oxalsaure, wie Tabelle II zeigt, erst in einem 
viel spateren Lebensstadium auftritt. Cberdies ist durch Molliard^ imd 
Bemhauer* bekannt geworden, dal3 Stickstoffmangel gerade die Glucon- 
s&urebildui^g (und Citronensaurebildung) fordert. Bei eigenen, hier nicht 


^ ikf, MolMardf C. r. Accul. Sc. 174, 881, 1922. — * Bemhauer^ 
Bioohem. Zeitschr. 197, 287, 1928. 
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n&her besohriebenen Versuchen fanden wir jedenfalls bei Stickstoffmangel 
ebenfalls keine OxalsHure bei starker Gluconsaurebildung. Der 6 , K. wird 
hierdurch, vom energetischen Gesichtspunkt aus, natiirlich stark beeinfluBt, 
da die Gluconsaure noch einen im Vergleich zur Glucose imwesentlich ver- 
ringerten Energiegehalt besitzt. Bei Bestimmung der Glucose wird aber 
die Gluconsaure nicht mit erfaBt, so daB, energetisch betrachtet, zuviel 
Zucker als verbraucht gefunden wird. 


Tabelle VII. 



Mycel- 

gewicht 

Verbrauchte 

Glucose 

; Okonomischer 
Eoeffizient 


•*> tie 

g 

Is 

ll 

> 

8.. 

II 

1| 

C3 ® 

0 ® 

•0 

Alter 2 Tage 




6 NaNOg — K 

0,018 

0,111 

0,16 

6 NaNOg + K 

0,171 

0,432 

0,39 

0,1 „ + K 

0,080 

0,312 

0,25 

6 „ -K 


— 

— 

0,1 „ -K 

0,016 

0,134 

0,11 

0,1 „ “j- K 

1 0,061 

0,186 

0,33 

Alter 7 Tage 




0,1 „ - K 

— 

— 

— 

6 NaNOg + K 

0,662 

2,978 

0,22 

Alter 4 Tage 

1 



Alter 23 Tage 




6 NaNOs + K 

1 0,566 

1,514 

0,37 

6 NaNOg — K 

0,025 

0,173 

0,14 

6 „ ~K 

— 

— 

— 

0,1 „ + K 

0,089 

0,323 

0,27 

0,1 „ + K 

0,074 

0,273 

0,27 

0,1 „ - K 

0,020 

0,173 

0,12 

0,1 „ ~K 

1 — 

1 

— 

Alter 47 Tage 




Alter 6 Tage 




6 NaNOg — K 

0,037 

0,301 

0,12 

6 NaNOg-fK 

0,682 

1 1,958 

0,30 

0,1 „ - K 

0,034 

0,335 

0,10 


3,578 g Glucose im Kolben. 

Ntorlosung: 5% Glucose; 0,15% Na 2 HP 04 ; 0,5% MgS 04 ; 0,005% 
ZnS 04 ; 0,05% Citronensaui*e ; 0,6 bzw. 0,03% NaNOg; 0,20 bzw. 0% 
K 8 SO 4 . 75 ccm in 250er Kolbchen. Geimpft 14. Dezember 1932. Tem- 
peratur 28 bis 30® C. 

Man kann nun folgende tJberschlagsrechnung anstellen: Fiir 
die Losungen mit wenig N bereclinet man nach dem Unterschied der 
Titrationswerte gegcniiber ,,Viel N“ die mehr gebildete Gluconsaure, 
aetzt diese gleich (Glucose zieht diesen Wert von der tatsachlich als 
verbraucht gefundenen Glucose ab und bereclinet den o. K. So erhalt 
man den korrigierten Wert dor vorletzten Spalte der Tabelle. Man sieht, 
daB nunmehr der Unterschied zwischen „Viel N“ und „Wenig N“ 
verschwunden ist. Fiihrt man die gleiche Rechnung fiir ,, Wenig K“ 
(bei ,,Viel N“) durch, so bleibt der o. K. ganz erheblich unter dem 

^ Strong genommen muBte natiirlich der im Vergleich zu Glucose um 
rund 10% geringere Energiewert der Gluconsaure beriicksichtigt werden, 
Aber abgesehen davon, daB die Zahlen sich kaum verschieben wiirden, 
wird der kleine Fehler ja in beiden Fallen gemacht, so dafi die Vergleichs- 
mOglichkeit bestehen bleibt. 
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A.RippeI 11. Q. Bohr: 


Normalwert. Man kann ako wohl sagen, dafi bei Kalimangel erne b6- 
sonders groBe „VerBohw©ndung“ im Verbrauoh der Glucose getaieben 
wird. 


4. Kaliumgehalt yersehiedener Stftntme Ton Aspergilbis niger* 

Unsere funf Stamme von AapergiUv^ niger unterscheiden sich 
physiologisch in der eingangs gekennzeiohneten Biohtung. Diese Eigen- 
Bchaft ist bei unserem Impf material bisher konstant geblieben, kann aber, 
wie an anderer Stelle zu zeigen sein wird, abge&ndert werden^. AUerdings 
haben die drei wenig Oxalsaure bildenden Stamme allmahlich eine immer 
starker hervortretende Neigung zur Bildung von Oxalsaure gezeigt, 
ohne da6 indessen das gekennzeichnete Bild grundsatzlich verandert 
ist. Bemerkenswert ist nun der verscbiedene Kaligehalt dieser Stamme, 
den Tabelle VIII zeigt. 


Tabelle VIII. 


Kalium-, Natrium-, Aschengehalt des Mycels der fiinf Stamme 
und Oxalsauregehalt des Substrata im Alter von 3, 6 und 
9 Tagen auf physikalisch-alkalischem Substrat. 
Natriumnitrat als Stickstoff quelle. 


1 Mycelgewioht 

Pb 

Asche 

EjO 

1 

NagO 

Oxal- 
sHiire 
in einer 

R 

®/o 

- --- “'o 

o/o 

Kultnr 

R 


GhtHngen alt 
Fulda . . . 
ZweUche . . 
Berlin . . . 
Gottingen neu 


GhtHngen alt 
Fulda . . . 
Zwetsche . . 
Berlin . , . 
GotHngen neu 



Alter 3 Tage. 




0,736 

3,74 

4,60 

1,08 (1,90) 

1,19 

— 

0,763 

4,00 

6,17 

1,27 (2,38) 

1,21 

— 

0,793 

3,79 

4,49 

1,30 (1,65) 

1,03 

— 

0,643 (0,490) 

2,64 (1,76) 

5,73 

2,06 (2,61) 

1,22 

0,182 

0,914 

3,12 

5,39 

2,00 (2,60) 

0,84 

0,060 


Alter 6 Tage. 




0,926 

1 3,67 

! 2,96 

1 0,67 (1,28) 

0,86 

— 

0,977 

3,66 

4,07 

0,68 (2,44) 

1,49 

— 

0,860 

3,60 

2,76 

0,60 (1,44) 

0,68 

— 

1,842 (1,026) 

2,32 (1,43) 

4,18 

1,67 (0,62) 

1 0,27 

0,698 

1,386 

3,01 

8,72 

1,31 (1,48) 

1 0,49 

0,288 


Gottingen alt 
Fulda . . . 
Zwetsche . . 
Berlin . . . 
GotHngen neu 



Alter 9 Tage. 


1,245 

8,62 

3,87 

0,67 (1,60) 

1,810 

8,61 

4,21 

0,60 (3,46) 

1,184 

8,56 

2,88 

0,56 (1,80) 

2,481 (1,421) 

2,62 (1,28) 

4,42 

1,69 (0,64) 

2,188 

2,90 

8,29 

0,99 (1,85) 


1,68 

0,90 

0,66 

0,61 


0,006 

0,004 

0,006 

0,742 

0,464 


Nahrldsung: 10% Handelsrohrzucker; 1,3% NaNOg; 0,26% KHgPOgj 
0,126% MgSOg; 0,006% ZnSOg. 76 com in 260er KOlbchen. 14. Oktober 
1930 geimpft. Xemperatur 2$ bis 30^ C. 


^ Es sei dabei darauf hingewiesen, daO es sich in dieaem Falle tat- 
s&ohlich um eine Verftnderung handelt, nicht um den EinfluB &uBerer 
Faktoren, denen Kluyver (zitiert weiter unten) eine groBe Bedeutung 
beimiBt, die ja auch tatsftchlich vorhanden ist. 
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Der Kaligehalt ist also bei den beiden stark Oxalsaure bildenden 
St5mmen ann&bemd doppelt so booh wie bei den anderen* Da das 
Myoelgewicht bei jenen beiden ebenfalls hober ist, so ist die Erscbeinung 
nioht etwa aus der bekannten Tatsaobe des b5beren Gebaltes bei ge- 
ringerer Masse zu erklaren. Es konnte sobeinen, als ob der b5bere 
Kaligebalt in einem entsprecbend geringeren Natriumgebalt seine Er* 
kl5rigig fande. Docb zeigt die nacbste Tabelle IX, dafi aucb diese 
Erklarung versagt. Bei diesem Versuch wnrde der Nabrlosung kein 
Natrium zugesetzt. Dieser Versucb zeigt aucb weiter, daU das Myoel- 
gewicbt der beiden Oxalsaurestamme nicht immer bober ist als das der 
drei anderen. Hier zeigt sicb aucb die im Laufe der Zeit starker ge- 
wordene Oxalsaurebildung, von der oben scbon gesprocben wurde. 
Es muB allerdings dabingestellt bleiben, ob diese einen innerpbysio- 
logiscben Grund bat oder vielleicbt auf irgendwelcbe Bestandteile der 
N&brlosung, die nicbt erfaBt werden konnen, zuruckgefiibrt werden 
muB. In einem mit diesem gleicbzeitig angesetzten Versucb mit Natrium 
ergab sicb das gleiche Bdd ; aucb war bier der Natriumgebalt der Oxal- 
saurekulturen nicbt hober als der Gebalt der drei anderen Kulturen 
daran. 


Tabelle IX. 

Kalium-, Natrium-, Ascbengehalt des Mycels der fiinf Stamme 
und Ox alsauregebalt des Substrats im Alter von 3, 6 und 
9Tagen auf physiologiscb-alkaliscbem Substrat. 
Kaliumnitrat als Stickstoff quelle. 


Stamm 

Mycel- 

gewioht 

j 

Ph 

Afiche 

K2O 

NaaO 

Oxalsftnre 
in einer 
Kaltar 


K 

1 

<>/o 

®/o 

®/o 

e 


GHyttingen ali 
Fulda . . . 
ZwetBche . . 
Berlin . . . 
Gottingen neu 


0,662 

0,655 

0,538 

0,452 

0,597 


GdtHngen alt 
•Fulda . . . 
Zwetsche . . 
Berlin . . . 
Gifttingen neu 


2,399 

2,324 

2,326 

1,606 

2,098 


Gottingen alt 
Fulda . . . 
Zweteche . . 
Berlin . . . 
Gattingen neu 


2,720 

2,679 

2,280 

1,830 

2,175 


Alter 3 Tage. 


3,79 

3,78 

3,89 

2,20 

2,84 


4,64 

4,92 

5,12 

8,40 

6,98 


Alter 6 Tage. 


3,84 

3,83 

3,67 

1,64 

1,86 


8,33 

3,63 

3,29 

6,69 

5,07 


Alter 9 Tage. 


OfOU 

3,78 

1,62 

1,82 


3,97 

8,90 

2,67 

4,30 

4,85 


2,19 

2,34 

2,29 

3,56 

3,12 


1,60 

1,89 

1,68 

3,59 

2,67 


2,17 

2,03 

1,29 

2,31 

2,48 


0,12 

0,11 

0,26 

0,19 

0,14 


0,297 

0.278 


0,05 

0,06 

0,06 

0,06 

0,06 


0,075 

0,109 

0,075 

1,265 

1,160 


0,039 

0,048 

0,067 

0,068 

0,068 


0,242 

0,173 

0,081 

1,438 

1,328 


N5brlasung: wie in Tabelle IX, nur KNOj statt NaNOg. 10. M&rz 1931 
geimpft. 
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A. Bippel u. G. Behr : 


In einem weiteren vor dem Versuoh der Tabelle VIII angesetzten 
Versuoh ergab sich allerdings eine Abweichung; die Zahlen sind in 
Tabelle VIII in Klammem beigefiigt. Dort ist nur im Alter von 3 Tagen 
der hohere Kaligehalt der Oxalsaurestaxnme vorhanden, in den beiden 
weiteren Alterstadien ist er dagegen wesentlich niedriger. Auch hierfur 
kann eine Erklamng nicht gegeben werden. Immerhin sei bemerkt, 
daB namentlich bei dem Stamm Berlin, der die Ausnahme besonders 
stark zeigt, Mycelgewioht xmd besonders niedrig waren. Der pn-Wert 
sank schon bei dreitagiger Kulturdauer unter 2. Auch diese Zahlen 
sind in Tabelle VIII in Klammem angegeben. 

Was den „normalerweise'‘ hoheren Kaligehalt der Oxalsaure- 
stamme betrifft, so hatte man vielleicht gerade das Gegenteil erwarten 
konnen, daB sie namHch vom gebotenen Kalium weniger Nutzen ziehen 
konnten und demnach mehr Oxalsaure bilden, entsprechend dem Ausfall 
der oben geschilderten Versuche. Sonst miiBte man annehmen, daB sie 
vom Kalium deshalb keinen Nutzen ziehen konnten, weil sie es in einer 
unwirksamen Form speicherten, oder aber, daB sie sozusagen* durch 
gewaltsame Aufspeicherung des Kaliums der schnellen Oxalsaure- 
bildung entgegenarbeiten woUten. Damit entfernen wir uns aber von 
jeder greifbaren Grundlage, so daB wir die auffallende Erscheinung 
eben in keiner Weise wirklich zu erklaren vermogen. 

5. Stftrkegehalt you AspergUlus-Myoel mit und ohne Kalium. 

Da man bei hoheren Pflanzen vielfach^ geringeren Kohlenhydrat- 
gehalt bei Kalimangel gefunden hat, so lag es nahe, die bekannte 
„Starke“speicherung bei Aspergillvs in dieser Hinsicht zu untersuchen. 
Tatsachlioh ergabon Kulturen ohne Kalium keine Jodrcaktion gogeniiber 
solchen mit Kalium in ublicher Nahrlosung mit Ammoniumsulfat 
als N- Quelle. Indcssen war mit Kalium der pn-Wert wesentlich nie- 
drigor, natiirlich infolge dor starkeren Verarbeitung des Ammonium- 
sulfats. Wir setzten dahcr den Kulturen ohne Kalium von vornherein 
freie Schwefelsaure zu. Tabelle X oben zeigt jedoch, daB der pn-Unter- 
schied von noch nicht einer Einheit moglicherweise noch die bei Kali- 
mangel fehlende „Starke“anhaufung verursachen konnte. In einem 
anderen Versuch (Tabelle X unten) fugten wir daher noch mehr freie 
Schwefelsaure hinzu mit dem Erfolg, daB nunmehr der pn-Wert, vom 
Ausgangswert abgesehen, wahrend der ganzon Versuchsdauer bei „mit‘‘ 
und „ohne Kalium** fast gleich war. Nuij zeigten auch die Mangelkulturen 
sch5ne Jodreaktion. Um uns nicht auf den Augenschein verlassen zu 

^ Bei eigenen, nicht verCffentlichten Versuohen fanden wir zwar in 
Kartoffelblattem und -stengeln bei Kalimangel geringeren Gehalt an 
Zuoker, nicht dagegen in Tomaten- und Erbsenstengeln und -blattem. 
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Tabelle X. 


Alter 

In Tagen 

Pfl-Wert 

Sthrkereaktion 

mit Kalium 

ohne Kalium 

mit Kalium 

ohne Kalium 

0 

4,37 

3,14 



3 

1,66 

2,64 

stark 

0 

5 

1,61 

2,39 

It 

0 

7 

1,66 

2,38 

tt 

0 

12 

1,70 

2,13 

p 

Spuren 


N&hrldsung: Rohrzucker 10%; (NH4)2S04 1,0%; MgS04 0,126%; 
ZnS04 0,006%. Mit Kalium: 0,26% KH8PO4; ohne Kalium: 0,287% 
NaH2P04 und 1 com H2SO4 1:6. Geimpft 14. Februar 1934. 76 com 

N&hrlosung in 260 er Kolben. Temperatur 28 bis 30® C. 


Alter 

in 

Tagen 

Mit Kalium | 

1 Ohne Kalium 

Mycel 

trocken 

g 

Ph 

StSrke- 1 
reaktion | 

Zucker in 
0/0 durch 
Hydrolyse* 

1 Mycel 

1 trooken 

1 ^ 

Ph 

Stftrke- 

reaktion 

Zucker in 
0/0 durch 
Hydrolyse* 

0 


4,41 



I ■ ■ " 

I 

1,89 



4 

0,96 

1,76 

+ 

18,3 

1 0,31 

1,77 

4- 

19,2 

6 

1,25 

1,47 

4*4 

20,3 

0,40 

1,57 

4 - 

20,1 

12 

2,94 

2,13 

4"4-4‘ 

23,5 

' 0,74 

2,13 

1 4“4' 

21,2 

16 

2,90 

2,09 

4- 4- 4- 4- 

23,5 

1 1,50 

1,88 

1 _j- 

25,3 


♦ Als Glucose borechnet. 


Nahrlosung: Rohrzucker 10%; (NH4)2S04 1,0%; MgS04 0,126%; 
ZnS04 0,006%. Mit Kalium: 0,20% K2SO4; ohne Kaliiun: 0,290% 
NaH2p04 und 10 ccm H2SO4 1:6. Geimpft 24. Marz 1934. 76 ccm Nahr- 
losimg in 260 er Kolben. Temperatur 28 bis 30° C. 


miissen, fiihrten wir eine Hydrolyse des Pilzmycels durch (mit 1 %iger 
HCl 3 bis 4 Stundcn am RuckfluBkiihler gekocht) und bestimmten 
den gebildeten Zucker nach FeMing: die Werte finden sich ebenfalls 
in Tabelle X unten. Man sieht also, daB der Kohlenhydratgehalt des 
Kalimangelmycels nunmehr genau der gleiche ist wie der des normalen 
Mycels. Wenn also Kalimangelmycel keine Starkereaktion gibt, 
so liegt das nur an dor im Vergleich zur Normalkultur gcringeren Aziditat. 
Eine genugend hohe Wasserstoffionenkonzentration ist denmach bei 
Kalimangel ebenso wie bei der Normalkultur die Vorbedingung fur die 
,,Starke“anhaufung im AspergUlv^-Mjcel^ . 


Bespreohung der Ergebnisse. 

tJberblickt man die mitgeteilten Ergebnisse, so kann man sich 
des Eindrucks nicht erwehren, daB Kalimangel zu Erscheinungen fuhrt, 


^ Die letzte Bearbeitung: T.Hida, Joum. of the Shanghai Sc. Inst. 
Sect. IV, 1, 86, 1934. 
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die einem friihzeitigen Altem der Pilzkultixren entsprechen^. Da49 a&eigt 
Bioh Tor allem in der friihzeitigeren und st&rkeren Bildung des End- 
Sanreproduktes, der Oxalsaure, femer in dem niedrigen dkonomifichen 
Koeffizienten, endlich in dem erheblioh hdheren Ammoniakgehalt 
des Myoels. In diesem letzten Falle allerdings ist es nicht unbedingt 
sicher, ob es sich nicht um bei der Nitratreduktion unverarbeitet ge- 
bliebenes Ammoniak handelt. Im Znsammenhang aber mit den beiden 
erstgenannten Erscheinimgen wird man eine weitere Berechtigung 
zu der Annahme erblicken diirfen, daB es sich tatsHchlich um autoljrtisoh 
entstandenes Ammoniak handelt. Und selbst wenn das nicht der Fall 
ware, wiirde sich doch nicht viel andem. Denn die Frage lautete dann, 
warum das NHg nicht verarbeitet wird, obwohl geniigend Kohlenstoff- 
material zur Verfiigung steht. Der Pilz verhalt sich also praktisch so, 
„als ob“ es sich um autolytisch entstandenes Ammoniak handele; 
Hier wiirde es sich um einen tatsachlichen, dort um einen „phy8io- 
logischen^ Kohlenstoff mangel handeln. 

Wenn nun bei Kalimangel ein friihes Altersstadium eintritt, so 
erschiene die Atinahme einfaeh, daB entsprechend der Auffassung von 
Mothes^ eben das Oxydationspotential verschoben, die Oxydation 
weniger intensiv ist und somit die Abbauerscheinungen mehr in den 
Vordergrund treten. Damit konnte gleichzeitig die Auffassung von 
Schmalfuss^ in Einklang stehen, wonach Kalimangel eine Entquellung 
des Plasmas herbeifiihre, eine Erscheinung, die wir ebenfalls dem al- 
temden Plasma zuschreiben miissen^. 

So verfiihrerisch die Annahme eines solchen Zusammenhanges 
auch scheinen mag, so stehen ihr doch schwere Bedenken entgegen. 
Denn die Anschauung von Mothea wiirde bei Kalimangel sinngemaB 
ein Zuriicktreten der Atmung fordem. Wir haben aber gesehen, daB 
in unseren Versuchen gerade die oxydativen Vorgange gesteigert er- 
scheinen, die hier zum starkeren Hervortreten der Oxalsaure fiihren. 
Berechnet man aus Tabelle II fiir den Zeitpunkt der maximalen Glucon- 
saurebildung (Gluconsaure korrigiert), in welohem Stadium ajso das Leben 
des Pilzes noeh „normal“ ablief, den Sauerstoffverbrauch, so ergibt sich 

1 Die Sporenbildung ist hier nicht beriicksichtigt, weil wir zwar in 
vielen Fallen die Angabe in der Literatur best&tigt fanden, daB K-armes 
Mycel schlechter Sporen bildete als K-reiohes Mycel, in vielen anderen 
F&llen jedoch durchaus schwankende Ergebnisse batten. — * K. Mothea^ 
Flora, N. F. 28, 58« 1933; Ber. d. Deutsch. bot. Ges. ol, (31), 1933. — 
• Zitiert S. 564, Anin. 1. — ^ Wir haben iiese Angabe bei AepergiUns nicht 
nachgepriift^ da ^ uns hier das Frischgewicht eine schlecht bestimmbare 
GrdBe scheint, Weil wir das Kapillarwasser nicht kennen. P. Bretin^ 
P. Manoeau u. J. Rey (C. r. Soo. Biol. 106, 197, 1931) maohen jedenfalls 
Angaben, wonach bei PemciUium nut steigenden KNOs-Mengen der 
Tr^kensubstanzgehalt des Frischgewichtes konstant bleibt. 



Bedeutung des im ^toflwechsel von Aapergillus niger. 575 



02*'V'erbrsaeh 

O3 je 1 g Mycel 


mg 

mg 

Mit Kalium ..... 

67,6 

73,4 

Ohne Kalium .... 

60,7 + 8,2* 

187,2 


* Die Zahl 8,2 gilt fllr die gebildete Oxelsiiare. 

Die Atmung ist also^ wie ja aus den Saurezahlen schon ohne weiteres 
hervorgeht, bei Kalimangel ganz erheblich hoher als bei guter Ver- 
Borgung mit Kali. Wiirde man nicht das Maximum der korrigierten, 
sondem der freien Gluoonsaure nehmen, so wiirde der Unterschied 
noch weit groBer werden^. DaB andererseits bei guter Kaliversorgung 
nicht etwa mehr Zucker veratmet wird, so daB die Berechnung des 
Sauerstoffs aus den Sauren ein falsches Bild ergeben wiirde, zeigen die 
bei Kalimangel geringeren okonomischen Koeffizienten (S. 569, 
Tabelle VII). 

Den oben erwogenen Gedankengang konnen wir hier also nicht 
anwenden, wiirden dagegen keinen Widerspruch zu unserer an anderer 
Stelle* dargelegten Auffassung sehen, daB Kalimangel irgendwie den 
normalen Umsatz der Kohlenhydrate stort. Wenn diese Auffassung 
einer Beteiligung des KaUums an dem Umsatz dor Kohlenhydrate 
richtig ist, so kSnnte nach den vorUegenden Versuchen die Vermutung 
auftauchen, daB die (unmittelbare oder mittelbare) Wirkung des KaUums 
auf einer sehr friihen Stufe des Zuckerumsatzes Uegen muB, noch vor 
der Entstehung der Gluconsaure im vorUegenden Falle, da deren Ent- 
stehung sowie weitere Verarbeitung durch KaUmangel offenbar nicht 
beeinfluBt erscheint, sich sogar starker vollzieht als bei guter Ver- 
sorgung mit KaUum. 

Weiter ware dann nicht ausgeschlossen, daB die KaUwirkung 
irgendwie mit S3mthetiscben Vorgangen verkniipft sei, woraus sich 
wenigstens ungezwungen das friihzeitige Eintreten des Altems bei 
KaUmangel erklaren wiirde. Es miiBte aber dahingesteUt bleiben, 
ob hier das Primare eine Storung in der Synthese der N-freien oder der 
N-haltigen Stoffe sei, wenn diese Trennung iiberhaupt in diesem Zu- 
sammenhang mogUch ist. JedenfaUs wiirde der nach v. Doby^ bei 
K-armem Penicillium-Myoel gesteigerte Gehalt an zuckerspaltenden 
Enz3rmen dem nicht widersprechen, ivobei aUerdings zu beachten ist, 

^ Weitere Versuche hierzu sind im Gauge. Eine COs-Bestimmimg 
kommt nicht in Frage wegen der unvollkommen oxydierten Produkte, 
sondem eher die Messimg des Sauerstoffverbrauohs. Noch besser soheint 
uns die kalorimetrische FeststeUung der potentiellen Restenergie in der 
N&hrlCsung. — • Zitiert S. 664, Anm. 2. — ® G. v, Doby u. J. KerUsz^ 
Zeitsohr, f. physiol. Chem. 189, 177, 1930. 



676 A. Bippel u. G. Bebt : 

dafi auoh bei N-Mangel eine stUrkere Saocharasekonzentratioti gefunden 
wurde^. 

Mit synthetischen Vorgangen wird man auch iiber die Synthese 
von EiweiB usw. hinaus zu rechnen haben; es braucht nur an den von 
Aspergillus in Menge gebildeten starkeahnlichen Korper hingewiesen 
zu werden, den Schmidt^ fiir Amylose halt, sowie darauf, daB nach 
Hida^ 26 bis 70 % des verbrauchten Zuckers in eine Substanz noch nicht 
bekannter Natur, aber nicht von Polysaccharidcharakter umgewandelt 
werden. Kluyver^ hat sehr richtig darauf hingewiesen, daB man den 
Chemismus von Aspergillus nicht etwa durch eine einfache Umwandlung 
von z. B. Essigsaure oder dergleichen erfassen konne, da vorher mdglicher- 
weise synthetische Vorgange (intermediare Bildung von Kohlenhydraten 
reservestoffartiger Natur) liegen wiirden. 

Solche Vorgange sind durchaus denkbar, wie die Bildung des 
starkeahnlichen Korpers zeigt. In diesem Zusammenhang sei noch darauf 
hingewiesen, daB auch Pentosen als C- Quelle fiir AspergiUvs geeignet 
sind, wie ja auch fiir Milch- und BuUersdurehakterien 6-Zuckor ein 
geeignetes Ausgangsmaterial darstellen. Fiir die Einheitlichkeit der 
Stoffwechselvorgange ware aber die Vorstellung erheblich einfacher, 
daB in diesem FaDc die Einleitung des Zuckerzerfalls mit einer die 
6-Kohlenstoffkette (gegebenenfalls mal x) herstellenden Synthese 
beginnt, als die Annahme eines jeweilig auf Pentosen oder Hexosen 
eingestellten unmittelbaren Zerfalls. Wenn man das aber in diesem 
Falle annehmen miiBte, so miiBte man es auch fiir die Hexose allein 
in Betracht ziehen. 

Die oben behandelten Versuche iiber die auch bei Kalimangel 
erfolgende Bildimg der Pilzstarke konnten der eben entwickelten Vor- 
stellung widersprechen. Aber es ist nicht ohne weiteres anzunehmen, 
daB gerade dieser Korper das fragliche synthetische Produkt sein miiBte. 
Im Gegenteil ist es wahrscheinlicher, daB dieses ein anderer — vielleicht 
labiler — KOrper ist, verschieden von den Stoffen reservestoffartiger 
Natur, die gerade wegen ihrer Aufgabe der Aufbewahrung von stabilerem 
Bau sein miiBten. Wenn oben als Beweis fiir die Tatsacho synthetischer 
Vorgange vom Zucker aus die Pilzstarke herangezogen wiirde, so kann 

^ Q. V. Doby, Zeitschr. f. physiol. Chem. 213, 71, 1932. M> Cattle (New 
Phytologist 82, 364, 1933) erhielt bei Bohnen etwas verschiedene Ergebnisse, 
je naehdem es si<^ um im Winter oder, um im Sommer geziiohtete Pflanzen 
handelte, im letzten Falle bei K-Mangel geringeren Invertase- und Diastase- 
gehalt. Auf die iibrige Literatur an hbheren Pflanzen kann hier nicht 
emgegangen werden. Vgl. O. Qassner u. O, Ooeze^ Zeitschr. f. Bot. 27, 267, 
1934. — ® D. Schmidt i Biochem. Zeitschr. 168, 223, 1926. — * Zit. S. 673, 
Anm. 1. — ^ A,J. Kluyver u. jL. H. C. Perquin^ Biochem. Zeitschr. 266, 
6B, 1933. 
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das also nui^ als Beispiel fiir eine solche Moglichkeit iiberhaupt, nicht 
aber fur den Weg selbst dienen. 

Von diesem Gesiohtspunkt aus w&re es wichtig zu wissen, wie Kalium 
auf Teilvorgtoge des Zuckerabbaues wirkt. Die Wirkung auf Enzyme wurde 
bereits erwahnt. In dieser Hinsioht ist es weiterhin auffallend, daJ3 Krehan^ 
bei B, acetigenoideufn eine uberrasohend geringe Wirkung von Kalisalzen 
auf Waohstum und insbesondere Sauerung von Athylalkohol fand ; Kalium- 
sulfat hatte sogar eine beide Vorgange vdllig unterbindende Giftwirkung. 
Auch fiir Paratyphua B-Bakterien, Pyocyaneua imd Coli fand Ftiedlein^ 
Kalium v6llig entbehrlich, wahrend eine Wirkung von Magnesivun und 
Schwefel, Elementen, die sonst im Vergleich zum Kalium in sehr viel ge- 
ringerer Menge wirksam sind, nachgewiesen werden konnte. Es sei noch 
darauf hingewiesen, daU diese Versuche in Quarzkolbchen ausgefuhrt 
wurden, also ein Alkaligehalt des Glases keine Rolle spielen konnte. Man 
straubt sich allerdings etwas dagegen» tatsachlich in diesen Fallen das 
Kalium fiir entbehrlich anzusehen, und eine Naehpriifung ware hochst 
erwiinscht. Aber es erscheint nicht ausgeschlossen, daB sich dabei G^ichts- 
punkte ergeben kOnnten, wie sie hier herausgestellt wurden. Es muB 
allerdings beachtet werden, daB auch hier dif. synthetischen Vorgftnge des 
normalen Wachstums stattfanden. 

Zusammenfassung* 

Kalimangcl fiihrt bei Aspergillus niger zu folgendcn Erscheinungen : 
Auftreten von Oxalsaure bereits im saiiren Gebiet und von viel Am- 
moniak im Mycel; der okonomische Koeffizient ist stark verringert. 
AUe Erscheinungen deuten auf ein friihes Eintreten des Altersstadiums. 

Es wird versucht zu zeigen, daB dem Kalium eine Rolle beim 
Umsatz der Kohlenhydrate zukommen konnte, die aber bei einem sehr 
friihen Stadium liegen muBto. Es ist nicht ausgeschlossen, daB dafiir 
synthetische Vorgango in Frage kommen, die auch der Verarbeitung 
der Hexosen vorangehen. Die Pilzstarke wird allerdings, geniigend 
hohe Konzentration der Wa^sserstoffionen vorausgesetzt, bei Kalimangel 
ebenso kraftig gespeichert wie bei guter Kaliversorgung. 

Stamme von Aspergillus niger mit starker Oxalsaurebildung batten 
etwa doppelt so hohen Grehalt an Kalium wie Stamme mit geringer 
Oxalsaurebildung. 

1 M, Krehan, diese Zeitschr, 8, 277, 1932. — ^ F. Friedlein, Biochem. 
Zeitschr. 194, 273, 1928. Hier weitere Literatur. 
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von Cellulosezersetzem 193. 

— ahnliche Zellen im Boden 276, 279. ^ 

— chroococcum in Boden 289 ff. 

— — in Moorboden 333. 

und Protozoen 249, 261. 

— in Sodabbden 368 ff., 364. ' 

, Wachstum im alkalischen Be- 

reich 858 ff. 

, — im sauren Bereich 368. 


Bacillaceeny Verbreitung der Familie 
im Boden 848f. 

Bacillus (bzw. Bacterium^ teilweise 
Pseudomonas \ siehe dort). 

— , Bildung wachstumsfdrdemder 

Stoffe 4. 

— , Verbreitung der Gattimg im Boden 
840. 

— acetigenoideum, Wirkimg von Ka- 
lium 677. 

— aerogenes, begiinstigt Cellulosezer- 
setzer 187. 

— — , Eigenschaften 866 ff. 

— alholactis in Boden 341. 

— amylobactery s. auch Clostridium, 

in Boden 289ff., 347. 

, logenreaktion 187. 

-- — , Vergleich mit anaeroben Cellu- 
losezersetzem 195, 220 f. 

— — , Verschiedenheit von Qranulo- 
bacter pectinovorum 453. 

— ascendens, Mischkultur mit Coli- 
Gnippe 497 ff. 

— asterospoTum in Boden 341. 

— aurescens in Boden 342. 

— Calmetteiy Innenstruktur 464, 473. 

— caciacy Sporenkeimimg 457. 

— cereum in Boden 341. 

— cloacae in Boden 342. 

— coli in Boden 342. 

, Eigenschaften von Stammen 

auf griinen Pflanzen 866 ff. 

— — , Lipoide 311. 

— - , Mischkultur mit Essigsdure- 
bakterien 497 ff. 

— — , Milchsdurebakterien 494 ff . 

— — und Staph ylokokken 5. 

, Verhalten zu Sauren 477ff. 

— — , Wirkung von Kalium 677. 

— — mr. albidoliquefaciens, Vergleich 
mit B, coli 869|f. 

^ Verhalten zu Sauren 

481 ff. 

anindolicumy Mischkultur mit 

Essigsdurebakteritn 497 ff . 

, — — Milchsdurebakterien 

494 ff. 

, Vergleich mit B, coli 869 ff. 

^ Verhalten zu S&uren 481 ff. 

communcy Eigenschaften 869 ff. 

communior 373. 

, Verhalten zu S&uren 481 ff. 

89 * 
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BaciUus bzw. Baeierium. 

Hoar, MiBohkuitxir mit Essig- 

sdurebakierien 497 ff* 

^ ^ — Mikhsdurebak- 

terien 494ff. 

^ Vergleich mit coli-aero- 

^en6«- Gruppe 867 ff. 

Verhalten zu S&uren 

481 ff. 

var, luteoliquefaciena, Misoh- 

kulturen mit Easigsanj/rehakterin 
497 ff. 

— — ^ — — MUchsdurebak- 

terien 494ff. 

, Vergleich mit B, coli 

869ff. 

^ Verhalten zu Sauren 

481 ff. 

— cucumeris fermentatif Mischkultur 
mit B. coli 494ff. 

, Verhalten zu Sauren 487 f. 

— faetidwmm, Wachstum 4. 

— flavuniy Veigleich mit B, coli 871ff. 

— fluoreecene 491. 

liquefacienSf Mischkultur mit 

Oranulobacter pectinovorum 470. 

in Moorboden 331. 

— ftiacane in Boden 342. 

— fusiforme in Boden 341, 346. 

— graveolena in Boden 342. 

— helvolwn in Moorboden 331. 

— herbicola in Boden 342. 

, Mischkultur mit Eeeigedure- 

hakterien 497 ff. 

, MUchaaurebakterien 494ff . 

, Variabilit&t 881 ff. 

, Vergleich mit B, coli 871 ff. 

, Verhalten zu S&uren 479, 481 ff. 

v(ir, rubrum 373. 

— influenzae, Wirkung von Staphylo- 
kokken 1. 

— malvacearum, Entwicklungsge- 
Bchichte 451. 

— megaterium in Boden 842. 

, Entwicklungsgeschichte 461. 

, Indolbildung 374. 

— meeentericim in Boden 342. 

var. i^brum, Mischkultur mit 

Qran/ulob, pectinovorum 466, 470. 

— methanicum in Moorboden 336. 

— mycoidee in Boden 341. 

— — , Entwicklungsgeschichte 451. 


BaeiUua bzw. Bacterium, 

, Farblosigkeit 206. 

, in Moorboden 331. 

, Okologie 67 ff. 

, versohiedene St&mme 72f£. 

dtreue in Wiesenboden 68. 

— paratyphi, Verhalten zu S4uren 
478. 

B, Wirkung von Kalium 577. 

— peetie, Wirkung amderer Bakterien 
auf Wawshstum 1. 

— prodigioaum in Boden 342. 

, LipoidbUdimg 811ff., 818ff. 

— Proteua, Indolbildung 374. 

— punctatum in Moorboden 331. 

— putrijicum verr,, giinstig auf CeUu- 
loaezeraetzer 187. 

— pyocyaneum, Wirkung von Kalium 
677. ‘ 

— ramoaum 68. 

— ruminatum in Moorboden 331. 

— aaccharobutyricum, Entwicklungs- 
geschichte 451. 

— Shiga Kruae, Verhalten zu S&uren 
478. 

— ailvcUicum in Boden 342. 

— ap, in Boden 342. 

— aphaericum in Boden 341. 

— Stutzeri in Boden 342. 

— aubtile in Boden 341. 

in Moorboden 331. 

— — , Protozoen-Futter 285 ff. 

— aynxanthum, Vergleich zu B. coli 
869ff. 

, Verhalten zu Sauren 481 ff. 

— terea in Boden 341. 

— tumeacei^a in Boden 342. 

— typhi, Verhalten zu S&uren 478 ff. 

— vinoaum in Boden 342. 

— violaceum in Boden 342. 

— vulgatum in Boden 342. 
Bacteriaceen aus Luft 3. 

— , Verbreitung dor Faunilie im Boden 
848, 846. 

Bacterium, Verbreitung der Gattimg 
im Boden 840. 

Bakterien und Bodenreaktion 402 ff. 
— , Lipoide 811ff., 818ff. 

— und Luftfeuohtigkeit 169. 

— und Protozoan 246ff., 276ff. 

— , Vorkommen und Zahl in Belebt- 
schlamm 663. 
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Bahterim, Vorkommen in Boden 158, 
840. 

— , — im Lunzer Gebiet 284ff., 888 ff. 

— , — in Moorboden 880fl. • 
in Waldbod«n 422ff. 

— , Wachstuinsfdrdenmg dnrch an- 
dere Arten Iff. 

— , Wirkung iiltravioletter Strahlen 
349ff. 

Barium und Vitaminwirkung 610. 

Baaidiamyceten, Symbiont von Sirex 
gigaa 101, lllf. 

— , Vorkommen in Darminhalt und 
Fraiig&ngen holzfressender Inaek* 
ten 116. 

Begleitorganismen von CeUuhsezer- 
setzem 191 ff. 

Belebtschlamm, Ursache des Auf- 
blahens 550 ff. 

Bergahcm 227. 

Bios und Vitamin B 502ff., 513f., 
626, 640, 548f., 546ff. 

BlattOf Enzyme 126, 128f, 

— germanicat H-Ionen im Darm 120. 

Blattkdfer^ s. Chryaomeliden, 

Blaufdulepilze in FraOgang imd Darm- 
inhalt holzfressender InseJcten 116. 

Blausaure, s. Cyanide. 

Blei und Vitaminwirkung 610. 

Blindsacke des Insektendarms 87 ff., 
187 ff. 

Bockkdjeft s. Ceranibyciden, 

Boden, s. auch Ackererde, Brache, 
Buchenwaldboden, Dimgboden, 
Erdbeerbeet, Fichtenauflage- 

humus, Fichtentrockentorf, Fich- 
tenwaldboden, Gartenboden, 
Hochgebirgsboden, Koraposterde, 
L&rchenwaldboden, Moorboden, 
Naturboden, Sodaboden, Tscher- 
nosem, Weide, Wiese. 

— Fruohtbarkeit und Protozoentheo- 
rie 246ff. 

— Kationenhaushalt 280 ff. 

— , Keimzahlbestimmung durch mi- 
kroskopische Untersuchung 148 ff., 
255, 270 ff., 439. 

— , PH-Messung 486ff. 

— f Plattemnethode 284 ff., 

330ff. 

— » Keimzahl, Bodenatmung, Humus- 
gehalt usw. 428ff. 


Boden, Okologische Faktoren 228 ff. 
— , Kohlens&ure, Bestimmungsmetho- 
de 242. 


— , Kohlens&urebildiing 242 ff. 

— , — , Schweuikungen 421 ff. 

— , KohlensAuregehalt der Bodenluft 


421ff. 


— , partielle Sterilisation 246 ff., 254ff. 
— , PriOozom 246 ff. 


Beaktionszustand 280 ff. 

— , Schwankungen durch Mikro- 
organismen 402 ff. 

— und Wassergehalt 402ff. 
Zusammensetzung der Mikroflora 
228ff., 274ff., 880ff. 


Bodenkammer zur direkten mikro- 
skopischen Untersuchung 148 ff. 
Bodo in Boden 273. 

— in Kultur 291, 298. 

— glchoaua in Boden 284. 

— ovatua in Boden 272f. 


Bohne, Wirkung von Kalimangel 676. 
Bohrfliege, s. Trypetiden, 

Borkmkdfer, s. Ipiden, 

Botrytia in Darminhalt imd FraB- 
gftngen holzfressender Ihsekten 
116. 


— cinerea, EinfluB von Temperatur 
und Luftfeuchtigkeit 169. 

— apec, auf Gefrierfleisch 167. 

Brache, Bodenatmung usw. 426ff. 

Brauereiabw^er, Wirkung auf Be- 
lebtschlamm 661. 

Bromthymolblauprobe bei Coli-Aero- 
genc«- Gruppe 874ff. 

BrothereUa 227. 


Buchenwaldboden, Actinomycea aus 

24. 

Bupreatiden, Pilzsymbiose 86. 
Butteradurebakterien, Pentosen als C- 
Quelle 676. 


Calandra, Pilzsymbiose 86. 

CaUidium apec., symbiontenfrei 138f. 
CaUuna 66. 

Cellulaae, im Darm von Insekten- 
larven 118ff., 136ff. 

— , Fehlen bei symbiontischen Heim 

111 . 

Celluloseverdauung bei Insekten 180 ff. 
— und Symbiose bei Insekten 185ff. 
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OeUuloaezeraetzerf aerobe, Morphologie, 
Physiologie 808ff. 

— , anaerobe, Morphologie, Cytologie, 
Physiologie 185 ff. 

— , — , Begleitorganismen lOlff. 

— , thermophile 186, 197, 219. 
Cellulosezersetzung bei niedriger 
Sauerstoffspannung 185 ff. 

— durch Bakterien bei Insekten 86. 
FlageUaten bei Insekten 86. 

— , Fehlen in Frai3mehl von Oxymirua 
117. 

— , — bei symbiontischen Hefm 110. 
— , /Sireoj-Symbiose 118. 

— in Moorboden 884 f. 

Cemioatoma, Cellulose 119. 
Cerambyciden, Cellulose -Abbau im 

Darm 183. 

— , H-Ionenkonzentration im Darm 
120. 

— , Pilzsymbiose 86, 87 ff. 

— , Sinn der S3mbiose 185 ff. 

— , symbiontenfrei (Bockkafer) 138. 
Ceramhycinae, Symbiose 138. 

Ceramhyx cerdo, Cellulase im Darm 
119, 125. 

, Enzyme im Darm llOff. 

, Pilzvegetation von Dann- 

inhalt imd FraBgangen 115 ff. 
, symbiontenfrei 133, 138. 

— acopolii mit Symbionten 139. i 
Ceratoatomella in Darminhalt und I 

FraBgangen holzfressender Insek- 
ten 116. 

Chaetoatylium Freaenii auf Gefrier- 
fleisch 157. 

Chilodon in Boden 257, 271 ff. 

— uncinatua in Boden 284. 

Chitin bei Actinomyceten 29. 
Chlamydomonaa 281. 

— , Kultur 291. 

— monoica in Boden 284. 

Chloroform und Citronensaureausbeu- 

te bei Aapergillua 898 ff. 
Chlorogomum 281. 

Chlorophyceen in Boden 276. 
Chromatin bei Qramtlobacter peetino- 
vorum 468|f., 472ff. 

— -Substanz bei Cytophaga 807 ff. 
0^r<w?w)6ac#er-Gruppe in Boden 342. 

— Bergonzoni in Boden 342. 
Chryaomelidenf Pilzsymbiose 86. 


Ciraium eriaithalea 226. 

— oleraceum 226. 

Citratprobe, unver&nderlich bei CoU 
489ff. 

— nach Koaer bei Coli-Aerogenea- 
Gruppe 874 ff. 

Citromycea glaber, Citronensfiinfebil- 
dung 387. 

— Pfefferianua, Citronensfturebildung 
387. 

Citronens&ure bei Aapergillua niger 
562, 568. 

— , Bestinunungsmethode 888 ff. 

— , Bildungsbedingungen bei Aaper- 
gillua niger 887 ff. 

Cladoaporium herbarum auf Fleisch 

160. 

— — auf Gefrierfleisch 157 f., 160ff. 

— Wirkung von Temperatur und 
Feuchtigkeit 160 ff. 

Cladothrix in Belebtschlamm 550. 

— dichotoma in Belebtschlamm 558 f. 
Clitellum bei Granulobacter pectino- 

i^yrum 464ff. 

Cloatridium PaateurianunifS, B, amylo- 
hacter, 

in Moorboden 333. 

Coccaceen aus Luft 3. 

Coccua apec., Begleitorganismus von 
Celluloaezeraetzem 193. 
Coli-Aerogenea-Gruppe von griinen 
Pflanzen, Eigenschaften 866 ff. 

— , Verhalten zu Sauren 477 ff. 
Colteinbolen 227. 

(Jolletotriehum gloevaporioidea, Wirkung 
von Temperatur und Luftfeuch- 
tigkeit 159. 

Colpidium in Boden 257, 264. 

— , Lebenszyklus 281. 

— , Ziichtung 292 f. 

— colpoda in Boden 284. 

Colpoda in Boden 257, 264. 

— , Ziichtung 298. 

— cucuUua in Boden 272 ff., 284. 

, Lebenszyklus 280. 

, Ziichtung 286, 288. 

— ateinii in Boden 288. 

— , — , Ziichtung 290. 

Corizua hyoacyami 226. 

Corylua aveUana 226. 

Corythion im Boden 289. 
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ComMf Celluloseverdauimg fehlt 130. 
— , Pilzsymbiose 86. 

— C 088 U 6 ^ keine Celluloseverdauimg 
im Darm 118. 

Cfuci^ena in Boden 872 f. 

Crustaceen, Cellulase 119. 

Cucujiden, Pilzsymbiose 86. 
Curculioniden, Pilzsymbiose 86. 
Cyanide xmd Citronensaureausbeute 
bei Aspergillus 898 ff. 

Cyanophyceen in Boden 276. 

Cyclidium glaucoma in Boden 284. 

, Ziichtung 286, 298. 

Cysten von Algen in Boden 276. 

pTotozoen in Boden 257, 268 ff. 

^ Bedeutung 294. 

f^ytase, s. Cellulase, Hemicellulase. 
Cytologie, s. Innonstruktur. 

Cytophaga Hutchinsoni, Morphologie 
808ff. 

— m^yxococcoides 304. j 

Darminhalt holzfressender Insekten, * 
Enzyme 118 ff. t 

— , Pilzvegetation llSff. i 

Dasyhelea, Pilzsymhiose 86. I 

Dendrobium pertinax, Pilzsymbiose 87, [ 

95. 1 

Denitrijikafiten in Boden 289 ff. | 

Denitrifikation in Boden 347. ' 

— in Moorboden 888. 

Diacetyl 374. i 

Diatomeen in Boden 276. ' 

Diastase im Insektendarm 121 ff. ^ 

Difflugia in Boden 271. , 

Dileptua cygnus in Boden 284. | 

, Ziichtung 286, 292. ‘ 

Dixippus morosus, Cellulase 119. 
Dolomitph&nomen 346. • 

Donacia, Pilzsymbiose 86. j 

Dorcus parallelepipedust keine Cellu- 
loseverdauung im Darm 118, 130. 
Dryas 66. 

Dungboden, Bakteriengehalt 59 ff. 
Diingung, tierische, und B, mycoides 
58ff. 

EichenholZf' AxieAyBe 182. 

Eichenwald^ BakterientAtigkeit und 
Reaktion 409 ff, 

Einzellkultur von Cellulosezeraetzem 
187, 190. 


Eisen, notwendig fiir Aspergillus 32, 
512. 

Elektivmethode und Keimzahlbe- 
stimmimg im Boden 287 ff., 439. 

Emulsin im Insektendarm 121 ff. 

— bei symbiontischen He fen 111. 

Entwicklungsgeschichte, Easigadure- 

bakterien 451. 

von Qranulobacter pectinovorum 

451 ff. 

— — Itersonia ferrugwea 804ff. 

— — Spirochaeta cytophaga 808ff. 

— — verschiedenen Bakterien 451. 

Enzyme im Darm holzfressender In- 
sekten 118 ff. 

— bei symbiontischen He fen 110, 
111. 

Erbsen^ Knollchen und Kohlenhydrat- 
gehalt 16ff. 

— , Zuckergehalt imd Kalimangel 572. 

Erdbeerbeet, Actinomyces von 24. 

Erdextrakt, Zusatz zur NahrlOsung 

188 . 

Erepsin im Darm holzfressender In- 
sekten 123, 128ff. 

Erica 227. 

— vamea 227. 

Eilenkolz, Analyse 188. 

Ernobius abietis, Kulturversuche mit 
dem Symbiont en 90 ff. 

, Morphologie des Symbionten 

104f. 

, Physiologie des Symbionten 

107 ff. 

, Pilzsymbiose 87. 

— - , Pilzvegetation von Darminhalt 

und FraQgangen 115 ff. 

— molliSy Kulturversuche mit dem 
Symbionten 92 f. 

, Morphologie des S^mibionten 

108f. 

— , Physiologie des Symbionten 

108ff. 

— — , Pilzsymbiose 87. 

Ertragsgesetz bei Aspergillus niger 84, 

41 ff. 

Esaigadurebakterien und Alkohol 54. 

— , Entwicklungsgeschichte 451. 

— , Mi8chkulturmitCo/t-Gruppe494ff. 

Euglypha alveolaris in Boden 284, 289. 

Eupatorium cannabinum 226. 

Eurotiopsis Gayoni und Alkohol 54. 
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Fadenbakterien in Belebtechlamm 650 ff. 

Farbstoff, s. auch Karotin, Flavine. 

— in Ldsung von Aspergillus mger 
561. 

— anaerober Cettulosezersetzer 204ff., 
216, 219. 

— bei Phycomyces 606. 

— \md Vitaminwirkung 600. 

Fermente, s. Enzyme. 

Fett, s. auch Lipoide. 

— bei AcUnomycelen 27, 

— Verarbeitung duroh Aspergillus 
667. 

Feuchtigkeit, s. Luftfeuchtigkeit, 
Waesergehalt. 

FeuZgen-Beaktion bei AcHnomycetm 

29. 

— bei Qranulohacter pectinovorum 
402ff. 

Fichte 227. 

Fichtenauflagehumus, Cellulosezer^ 
setzer 189. 

Fichtenholz, Analyse 188 f. 

Fiohtentrockentorf, Actinomyces aus 
24. 

Fiohtenwaldboden, BakterientAtig- 
keit imd Reaktion 409 ff. 

— , Vorkommen von B, mycoides 74. 

FlSchenwachstum von PUzen 104 ff. 

Flagellaten in Boden 164, 248ff., 208 ff. 

— , Celluloseverdauung 86, 118f. 

Flavine und Vitamin B 2 510 ff. 

Flechten 66. 

Fleisch, Vorkommen von Schimmel- 
pUzen 157 ff. 

— , Wachstum von Schinwnelpilz&n 

448ff. 

Ffaflgange holzfressender Insekten, 
Pilzvegetation 115ff. 

Fusarmm rosmm in Moorboden 331. 

— spec, in Moorboden 331. 

Gdrkammem holzfressender Iniiekten 
86 

Gaartenboden, Protozoen und Bah- 
^mentiitigkeit Miff. 

GOrung von Hefe mu} ultraviolette 
Strahlen 84s9ff. 

Gaabildung bei Co/i*Gnippe, unver- 
dnderlioh 489 ff.^ 

Gasstoffwechsel anaerober ddlulose- 
zersetzer 214ff. 


Qtzstro^yla steinU in Boden 272f«, 2S4«< 

, Ziiohtung 285* 

Gebirgsboden, s. auch Hochgebirge* 
boden. 

— , Mikrobiologie 228 ff. 

Gefrierr&ume, Pilzflora 167 ff. 

GeiBelf&rbung bei QranuUibacter pec- 
tinovorum 462, 468 f. 

Gelatine, Wirkung auf CitronensOure- 
bildung bei Aspergillus 894ff. 

— , Verfliissigung bei C7oK-Gruppe 
489ff. 

Gemeinschaftsquotient der Bak- 
terien in Boden 888ff. 

Qeotrkholdes paiudosus in Belebt* 
schlamm 559. 

Geruchstoffe bei Actinomyceten 27. 

Gifte und Citronens&ureausbeute bei 
Aspergillus 890ff. 

Giftwirkung und N&hrstoffwirkung 
81 ff. 

Glattform von B, mycoides 68, 67, 74. 

Glaucoma ocirUillans in Boden 272f. 

Gluoons&urebildung bei Aspergillus 
502f., 508f. 

Glucose, Vergarung durch Coli-Aero- 
genea-Gruppe 807 ff., 489 ff. 

Gonidien 469. 

Qomum 281. 

— , Ziiohtung 291. 

— pectorale in Boden 284. 

Oracilia minuta, Celluloseabbau im 
Darm (Futter- und Kotanalyse) 
182 ff. 

, Pilzvegetation von Darminhalt 

und Frai^Ongen 115ff. 

, ^rmbiontenfrei 133, 138. 

6i‘mm*F&rbbarkeit der Coli-Aerogenes- 
Gruppe 807 ff. 

Oramineeriy Assimilation 16. 

Qranulohacter pectinovorum, Struktur 
und Entwicklungsgeschichte 451 ff. 

Granulose bei Qranulohacter pectino- 
vorum 464ff., 408. 

Qras, s. Griinfutter. 

Griinfutter, Zuchtung und Eigen- 
schaften von StOmmen der Coli- 
Aerogenes-Gruppe 800 ff., 477 ff. 

Gummistoffe in Leg«wwnosen-KndU- 
ohen 21. 
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Hafer^ Kohlenhydratgehait 15ff. 

— , Kalimangel und N-Stoffweohsel 
564. 

Haloph 3 rt 6 ngesel]Bchaften» Vorkom- 
men von Azotobacter 350. 

HaUeria grandindla in Boden 284. 

, Zuchtung 288, 290. 

Hams&nre-Probe bei Coli-Aerogenea- 
Gruppe mu 

fiamstoff und Hefewachstxxm 512. 

— , Vergleich mit Vitamins 536, 640. 

' Hatubook, s. Hylotrupes. 

Hedobia impenalis^ symbiontenfrei 
138. 

He/e, Alkoholwirkung 54. 

— , Bildung waohstumafdrdemder 

Stoffe 4, 502f., 607, 612f., 616, 519. 

— ,Fett 311. 

— , 83 rmbionti 8 che von holzfressenden 
Insekten 86 f. 


— , Morphologie 91 ff. 

— , Ph 5 ^iologie 107 ff. 

— , Sinn der Symbiose 185 ff. 

— , Systematik 118f. 

— , Vegetation in Darrainhalt und 
FraOgangen 116ff. 

Wirkung von Luftfeuchtigkeit 169. 

— von Thallium 626. 

— ultravioletter Strahlen auf 


G&rung 849 ff. 

— , — von Vitamin B 545 ff. 
Heiltichlamm, aerober Cellulosezer 
setzer 306. 


Helix, Oellulase 119, 126. 
Hemicellulasen bei holzfressenden In 


sekten 119, 121ff. 

Hemicellulosen in Leguminoaen-Knoll 
ohen 21. 


Heterobacteriovorie 3. 

Heterotrophen, K-Stoffwechsel 661. 
Histocym, Fehlen im Darm holz- 
fressender Insekten 124, 180. 
Hochgebirgsboden, B.mycoides 57 ff. 
— , Mikrobiologie 228 ff. 
Hoohstaudenflur, Mikrobiologie 226ff. 
Holz, Analyse 182 ff. 

Holzfresser, Insekten, Symbiose 84 ff. 
Holzukspen. s. Siriciden, 

Hookeria 227. 

Hormone, s. Wacbstumafaktoren. 
Humins^ure imd B. mycoides 78ff. 
Huminstoffe bei Aspergillus niger 661. 


Humusgehalt, Keimzahl, Bodenat* 
mung usw. 425 ff. 

HyUfcoetus, Bilzsymbiose 86. 

Hylotrupes hitjulua, Cellulose<-Abbau 
im Darm 130, 133. 

— , PemciUium im Frafigang 117. 

Hymenomycet als Symbiont 

lllff. 

Ilex 227. 

Impfkabine 161. 

Indolbildung durch Coli-Aerogenes- 
Gruppe 867ff., 874ff., 489ff. 

Influenzabakteriefi, s. B. influenzae. 

Innenstruktur anaerober Cdlulosezer- 
setzer 206ff. 

— von Oranulobacter pectinovorum 

462 ff. 

Insekten, holzfressende, Symbiose mit 
Pilzen 84ff. 

— — , symbiontenfrei 186ff. 

Inulase im Insektendarm 121 ff. 

Invertase im Insektendarm 121 ff. 

— bei symbiontischen Hejen 111. 

Involutionsformen bei AcHtio- 

myceten 26. 

— anaerober CeUulosezersetzer 196f., 
200ff. 

Ipiden, Pilzsymbiose 85. 

Itersonia ferruginea, Morphologie 
imd Physiologic 804 ff. 

Jahreszeit, Bedeutung fiir Keim- und 
Humusgehalt des Bodens 422 ff. 

Kalium, entbehrlich fiir verschiedene 
Bakterien 677. 

— , Gehalt verschiedener Stamme von 
Aspergillus 570 ff. 

— , Mangelerscheinimg bei Bohnen 576. 

— , — bei Erbsen, Kartoffeln, Tovmten 
672. 

— , Stoffwechsel bei Aspergillus niger 
561 ff. 

— , — bei Hafer 664. 

Karotin bei Mucorineen 621, 629. 

und Vitaminwirkung 640, 

und Wirkung von Strcdilen 

581f. 

Kartoffel, Kalimangel und Zuoker- 
gehalt 672. 

Kartoffelextrakt 8. 
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Katalase bei C'oii-^erofl'ene^-Gruppe 
867 ff. 

Keimliage von Getreide, Wachstums- 
faktoren 502ff., 515, 519. 
Keiipgehalt in Boden 57 ff., 284ff., 
255ff., SeSff., 274ff., 880ff., 888ff. 

, Bestimmung durch pn^Messung 

486 ff. 

Kem, 8. Zellkem. 

Kemkdfer, s. Platypodiden, 
Klaranlagen, s. Belebtschlamm. 

K]ima nnd Boden 228 ff. 

— und Keimgehalt in Boden 70 ff. 
Knollchen- \md Kohlenhydratbildung 

bei Leguminoaen 14 ff. 

Rnospung bei Oranulobacter pectino- 
vorum 458 ff., 466f., 471 f. 
Koeffizient, okonomischer bei Aaper- 
gUlua 567 ff., 675. 

Kohlebehandlung von Nahrloaiing 
85 ff. 

Kohlenhydratbildung bei Leguminoaen 
und Kndllchen 14ff. 

Kohlensaure und N-Bindung bei Legu- 
minoaen 16. 

Kohlenaaurebildiing im Boden unter 
Legtiminoaen 15. 

, Methodik 242. 

-- — und Protozoen 248. 

— durch Hefe 851 ff. 

— in Moorboden 884. 

— in Waldboden 421 ff. | 

Kohlensauregehalt von Wald- und i 

Bodenluft 421 ff. 

Kohlenatoffquelle fiir B. mycoidea 79. 

— und Lipoidbildung bei B. pro- 
digioaum 821 ff. 

— fur symbiontisohe Hefen 108 f. 

— und Vitaminwirkung 527 ff. 

Kokken in Boden 276, 278. 
Komposterde, CeUuloaezeraetzer 189. 
Konidien, Zahlung 167 ff. 
Konidienbildung, EinfluB von Tena- 

peratur und Feuchtigkeit 176ff. 

— auf Fleisch tiad' i Luftbewegung 

448ff. , ^ 

Kot hokfresaender Inaekten^ Analyse 
180ff. 

KrunmJhoh 227. 

Kuhlh8user, Pilzflora 157 ff.^ 

Kupfer, notwondig fiir AapergUlua 32 f. 


Lactase in Insektendarm 121 ff. 

— bei symbiontisohen Hefen 111. 

LactohaciUen, Wirkung von Sdure 487. 

Lactose, Vergftrung durch Coli-Aero- 

genes -Qrwppe 867 ff., 489 ff. 

Lagriiden, Pilzsymbiose 86. 

LameUicomier, Pilzsymbiose 86. 

Lamiinae^ symbiontenfrei 138. 

L&rchenwaldboden, Vorkommen von 
B. mycoidea 74. 

Lecaniinen, Pilzsymbiose 111, 140. 

Lecithin bei PenicUlium 667. 

Leguminoaen, Assimilation 16. 

— , Knollchen- und Kohlenhydrat- 
bildung 14 ff. 

Lehmboden, Protozoen und Bakterien 
256ff. 

Leitf5,higkeit des Bodens und Bak- 
terientatigkeit 414ff., 441. 

Leitimgswasser, Verhalten der Coli- 
Aerogenea -Gruppe 878 ff. 

Leontodon taraxacum, Zellwandabbau 
durch Insekten 126. 

Leptura rubra, Celluloseabbau im 
Darm (Futter- und Kotanalyse) 
]88f. 

, Kultur der Symbionten 100 f. 

, Morphologie der Symbionten 

107. 

, Physiologic der Symbionten 

107 ff. 

, Pilzsymbiose 87. 

» symbiontenfrei 138. 

Leptura spec,, blindsackfrei 137. 

-- Cellulase im Darm 119. 

, Symbiose 138. 

Licht und Kohlenhydratgehalt bei 
Leguminoaen 16ff. 

— imd N-Bindung bei Leguminoaen 
15. 

Lipase im Insektendarm 128ff. 

— , Fehlen bei symbiontisphen Hefen 

111 . 

Lipoide, s. auch Fett, Lecithin, Phyto- 
sterin. 

— , Bildung bei B. prodigioaum 811ff.» 
818ff. 

— , unverseifbarer Anteil 826. 

Lithium, Wirkvmg atrf Actinomyces 
26. 

Loiseleuria 65. 
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Luft, Actinompces aus 3, 24. 

— , Bahterien aus 3. 

Luftbewegung und Pilzwfiichstum 
448 ff. 

Luftfeuchtigkeit und Pilzwachstum 
157 ff. 

Lyctus, keine Celluloaeverdauung im 
Darm 130. 

Lygaeue equeetria 226. 

Lymexyloniden^ Pilzsymbiose 85. 

Magnesiumsulfat imd Involutionsfor- 
rnen 200. 

Mais^ s. Griinfutter. 

Maltase in Insektendarm 121 ff. 

— , Fehlen bei symbiontischen Hefm 

111 . 


Mikfokokken in Boden 272 f. 
Mikromanipulator, Isolierung anaero- 
ber CeUidoaezeraetzer 187, 190, 202. 
Mikroakopie des Bodens 148 ff., 234, 
265, 270 ff., 439. 

Milch, Verhalten der ColuAeiogenea* 
Gruppe 867 ff., 489 ff. 
Milchadurebakterien, Entwicklungsge- 
schichte 451. 

Miflchkultiir mit Coli 494 ff. 

— , Pentosen als C- Quelle 676. 

— , Verhalten zu S^iuren 487 f . 

Monaa 271. 

— , Ziichtung 291, 298. 

— hemio in Hoden 284. 

MonUia Candida, Bios imd Vitamin B 
bildend 647. 


Mangan, Wirkung auf AapergUlua 
610f. 

Maximum im Krtragsgesetz 41. 

— , Riicklaiifigkeit 46. 

Maximumverschiebung 41 ff . 

Mehlmotte, Hefeninjektion 90, 

Membran bei Bakterien 21 2f. 

Metachromatin, s. Volutin. 

Metalle, s. Sehwermetalle und Einzcl- I 
namen. i 

Methangarung der Cellulose 185, | 
214ff, 

Methylrotprobe l>ei Coli-Aerogenea- j 
Gruppe 874ff. i 

JMicrococcaceen im Boden 848, 845f. i 

Micrococcus, Bildung wachstumsfor- 
demder Stoffe 4. 

— , Verbreitung der Gattuiig im 
Boden 840. 

— albus, Bildung wachHtiunsfordern* 
der Stoffe 4. 

— candicana in Boden 341. 

— Eykmanif nov, spec. Iff. 

— flmma in Boden 341. 

— roaeua 6. 

— — , Bildung wachstumsfordemder 
Btoffe 4. 

— apec. in Boden 341. 

— aubdtreus in Boden 341. 

— aulfureua in Boden 341. 

Microapira deauljuricana in Moorboden 

335. 

Mikrofauna des Bodens 246ff. 

Mikroflora des Bodens 148 ff., 228 ff., 
274 ff., 828ff., 888 ff. 


Moorboden, Mikrobiologie 828 ff. 

I — , Protozoen 247. 

Mooa 74. 

Mucor hienmlia, Wirkung von Aspa- 
ragin 526. 

— mucedo auf Gefrierfleisch 157. 

— piri forme , ( 'it ronensaurebildung 
387. 

— puaillua auf Gefrierfleisch 157. 
racemoaua, EinfluB von Tom 2 )era* 
tur und Luftfeuchtigkeit lOOff. 

— — , auf Fleiscli und Gefrierfleisch 
157, 160. 

— — , Waclihtum auf gekuhltem 
Fleisch und Luftbewegimg 444 ff. 
apec, in Moorboden 331. 

I — apinosua auf Gefrierfleisch 157. 

I Mucorineen, Vegetation in Darm- 
inhalt und FraOgangen holzfressen* 

I der Ivaekten 116. 

j Mycelhefen, s. He fen, symbiontische. 

1 Mycetocyton holzfressender Inaekten 
I 87ff., 187ff. 

I Mycetome, s. Mycetocyten. 

M ycobakterien, Bildung wachstums- 
fordemder Stoffe 4. 

— , Verwandtschaft zu Actinomyce^a 
29. 

Mycoderma cerevisiae. Bios bildend 
547. 

M yxobacteriaceae 303. 

Myxococcua 303 f. 

Nahrstoffwirkung und Giftwirkung 
81 ff. 
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NatriuiDgehalt von AapergitluB-VLyo^ 
570f, 

Naturboden, Bakteriengehalt 59 ff. 
Nektarhefm, Ahnliohkeit mit sym- 
biontisohen Hefen 118. 
Nitratbildung in Boden 347. 

und Protozoen 266, 258ff. 

— in Moorboden 329, 882 f. 
NUrifikanten in Boden 289ff. 
NUrobacter 279. 

Nuclease, Fehlen im Insektendarm 
124, 180. 

Nullbedingimg im Ertragsgesetz 32. 

Otoomonos in Boden 272f. 

Okologie von B.mycoides 57 ff. 

— des Lunzer Gebietes 228 ff. 
Ooapora in Belebtschlamm 663. 

— carneala auf Gefrierfleisch 168. 
Orchideent Wachstumsfaktor in Polli- 

nien 602. 

— , Wirkung von Wachstumsfaktoren 
615. 

Oribatiden 227. 

Orthopteren, Cellulase 119. 

Oryctes naaicomia, Cellulosezersetzer 
im Darm 118, 

OryzaephUua, Pilzsymbiose 86. 

— aurinamenaia, symbiontenfrei 139. 
Oamoderma erem/Ua^ Fehlen von Cellu- 
lase im Darm 118. 

, Cellulosezersetzer im Darm 118. 

Oxalsaurebildung und Kalimangel bei 
AapergiUua 661 ff. 

Oxymifua curaor, Celluloseabbau im 
Darm (Futter- und Kotanalysen) 
188f. 

— — , blindsackfrei 137. 

, Enzyme im Darm llOff. 

, Fehlen von CeUuloaezeraetzem 

in Darm und FraJlgangen 117. 

, Kultur des Symbionten 98f. 

, Pilzsymbiose 87, 138. 

, Pilzvegetation in Darm und 

FraOgangen 115ff. 

, Wasserstoffionen-Konzentra- 

tion im Darm 120. 

Oxytricha in Boden 267, 264. 

— , Ziichtung 288, 291 f. 

— fcUlax in Boden 284. 

Paramaedtm in Boden 282. 

— , Vokunen 270. 


Paramaeciumf Ziichtung 285, 292. 

— caudcOum in Boden 284. 

, Ziichtung 289. 

Parasiten und Bodenfruchtbarkeit 
252. 

Pdomyxa paluatria in Boden 268. 
PmicUUimt Enzymgehalt bei K- 
Mangel 675. 

— imd Luftfeuchtigkeit 169. 

— , dkonomischer Koeffizient, Phyto- 
sterin- und Lecithingehalt bei 
K-Mangel 667. 

— , Trockensubstanzgehalt bei K-Man- 
gel 574. 

— Arten in Darminhalt und Frafl- 
gangen holzfressender Inaekten 
115ff. 

— anomalum auf Gefrierfleisch 168. 

— candidum auf Gefrierfleisch 168. 

— cruataceum auf Gefrierfleisch 167. 
in Moorboden 331. 

— digitatum, Wirkung von Tem- 
peratur und Luftfeuchtigkeit 159. 

— expanaum auf Gefrierfleisch 168. 

— flavo-glaucum auf Fleisch 160. 
, Wachstum auf gekiihltem 

Fleisch und Luftbewegung 444 ff. 

, Wirkung von Temperatur und 

Feuchtigkeit 160 ff. 

— glaucum auf Gefrierfleisch 167f. 

— luteum, Citronenskurebildung 387. 

— — in Moorboden 331. 

— rufulua avif Fleisch 160. 

, Wirkung von Temperatur imd 

Luftfeuchtigkeit 160ff. 

— apec, in Moorboden 331. 

Pepsin im Insektendarm 123, 128 ff. 
Pepton imd Wachstum von Hefe 612. 
— , vitaminartige Stoffe verschiedener 

Praparate 2ff. 

— , Wachstumsfaktor 630. 

PetaaUea niveua 226. 

Phwiol, Wirkung auf AapergiUua 34, 
47 ff. 

Phdidoptera cmerea 226. 

Phycomycea und Luftfeuchtigkeit 169. 

— Wirkung von Wachs- 
tumsfaktoren und Vitamin B 1 und 
B 2 502ff., 511ff. 

— nitma auf Gefrierfleisch 168. 
Phylloxera 246. 
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Phymatodea variabiUa^ symbiontenfrei 
139. 

/Xylanaae 119, 139, 

Phytosterin bei PmiciUium 567. 

Picea excdaa 422. 

Pieria braaaicae, Hefeninjektion 90. 

PUze^ s. auoh BktufdulepUze, Schim- 
rndpUze, Schwdrzepilze, Sproppilze. 

— in Belebtdohlamm 553. 

— in Boden 158, 285 f., 276ff. 

— in Moorboden 880ff. 

— und Protozoan 276ff. 

— in Schlacht* iind Kuhlh&usem 
157ff. 

— in Waldboden 428ff. 

— , Wirkung von Temperatur nnd 
Luftfauchtigkeit. 

— , Wirkung von Luftbewegung. 

Pilzsymbiose bei holzfressenden ln> 
sekt^ 87 ff. 

PinvpifMa magna 227. 

Pinua nigra 422. 

Plattenmethode zur Keimzahlbe- 
stimnnmg in Boden 284, 486ff. 

Platypotiden^ Pilzsymbiose 85. 

PleomorphismuB der Bakterien 381, 
451, 459, 471 f., 493. 

Pleur^tricha grandia in Boden 284. 

, Ziichtung 286. 

PolkOmchen bei Qranulobacter pectinO’- 
varum 468ff. 

Pollen, Wachstumsfaktor darin 502. 

Potoaia cuprea, Cellulosezersetzer im 
Darm 118, 188. 

Prionua cortariua, S 3 mibiontenfrei 138. 

Protaminobacter rubrum, Wachstum 4. 

Proteasen im Insektendarm 128 ff. 

— bei symbiontischen Hefen 110. 

Protozoan im Boden 150, 154, 246 ff. 

und Bodenfruchtbarkeit 

246ff. 

— , Methodik der Untersu- 

chung, EinfluB verschiedener Fak- 
toren 258ff. 

, Geschichtliohes £47 ff. 

, Lebenszyklus, Anpassung, 

Ziiohtung 280ff. 

und Wassergehalt 287 ff. 

, Zahl 268ff. 

Paeudomonaa^ Bildung wachstums- 
fOrdemder IStoffe 4. 

— in Boden 840, 345f. 


Paeudomonaa aeruginoaa in Boden 
342, 345f. 

— fluoreacena in Boden 342. 

— fuacua in Boden 342. 

— putida in Boden 342. 
Paeudoaaccharomycetea als Inaekien- 

S 5 niibionten 114. 

Ptilinua pecttcomia, symbiontenfrei 
138. 

Quecksilber, s. Sublimat. 

Quercua robur 422. 

— aeaaili flora 409. 

Rauhform von B, mycoidea 58, 67, 74. 
Reaktion, s. Wasserstoffionen-Kon- 
zentration. 

Beia^ Wachstumsfaktor 508 f. 
Beiasstoffe bei Pilzen 387. 

Rhagium, symbiontenfrei 89. 

— -, Symbiose 138. 

— , H-Ionen-Konzentration im Darm 
120. 

— bifaaciatum, blindsackfrei 137. 

, Cellulase im Darm 119. 

, Enzyme im Darm 119ff. 

— — , Kultur des Symbionten 95 ff. 

— — , Morphologie des Symbionten 
105 ff. 

, Physiologie des Symbionten 

107 ff. 

— — , Pilzsymbiose 87. 

— inquiaitor, blindsaekfrei 137. 

— — , Kultur des Sjonbionten 97 f. 
- — , Physiologie des Symbionten 

108 f. 

— — , Pilzsymbiose 87. 

— mordax, Kultur des Symbionten 
98. 

— — , Pilzsymbiose 87. 

Rhamnua cathartica 226. 

Rhizopoden im Boden 250ff., 268 ff. 
Rhizopua und Luftfeuchtigkeit 159. 

— ndgricana auf Gefrierfleisch 168. 
Rhododendron jerrugineum 66 f., 74. 

— hiratUum 66. 

Rieselfeldgras, s. Griinfutter. 
Roggenstoppel, Actinomycea von 24. 
Rohhumus 226 f. 

ROntgenstrahlen, Wirkung auf Actino- 
myceten 26. 

Roaahefe auf Fleisch 160. 
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Bosenk&fer» s. Potoeia. 

Rotfohre 227. 

Rumex alpinue 227. 

SEtccharase, s. Invertase. 
Saccharomyces cerevisiae, Kemf&rbung 
463. 

und Vitamin B 64of. 

— — , Wirkung ultra violetter Strah- 
len auf G&rung 349 ff. 

— ellipsoideus, Injektion in Inaekttn 

104. 

— Lutuigii, Wirkung ultravioletter 
Strahlen 349. 

— Pastorianus, Wirkung ultraviolet- 
ter Strahlen 349. 

— spec, auf Gefrierfleisch 158. 

— validtte, SproBmycel 113. 
Saccharomycetes als Insekten-Sym- 

bionten 118f. 

— auf Fleisch 158, 

Salix 66. 

Salzboden, s. Sodaboden. 

Sarcma^ Bildung wachstumsfordem- 
der Stoffe 4. 

— , Verbreitung der Gattung im 
Boden 840. 

— alba in Boden 341. 

— lutea in Boden 341. 

Sattolkiu^en 42. 

Sauerfutter 499. 

— , Ziichtung und Eigen»chaften von 
GoZi-zlfrogcne^-Stammen 866 ff. 
Sauerstoffspannung, niedrige, und 
Celluloaezereetzer 185ff. 
Saurebildung, 8. Einzelnamen. 

Sauren in Belebtschlamm 551. 

— , Wirkung auf Co/i- Gruppe (An- 
pasBung) 489 ff. 

Saxifraga 66. 

— Aizoon 66. 

Scabioaa alpestris 227. 

Schilddriifle, Wachstumsfaktor 515. 
Schimmelpilze, Bildung wachstums- 

fordemder Stoffe 4. 

— in Darminhalt imd Frafigangen 
holzfressender InaekHn 116 f. 

— in Boden d. Lpnzer Gebietee 284 ff. 
— , Wachstum auf gekiihltem Fleisch, 

Wirkung vpn Luftfeuchtigkeit und 
Luftbewegu^ 157 ff., 448ff. 
Schizomycetee 451. 


Sohlachth&user, Pilzflora 157 ff. 
Schlamm, s. Belebtaohlamm. 
Sohlauchzellen bei Hefen, s. Hefen, 
symbiontische. 

Schleimstoffe in Leguminoaen-TAiib^- 
chen 21. 

Schnecken, Cellulase 119. 
SchwdrzepUze in Darm imd Frafl- 
g&ngen holzfressender 116. 

— auf Fleisch 160. 
Schwarzfleckigkeit von Fleisch 158. 
Schwefelkohlenstoff und Boden - 

fruohtbarkeit 246. 

Schwefelwasserstoffbildung in Moor- 
boden 885. 

Schwermetalle, Entfemen aus Nahr- 
Idsung 85 ff. 

— und Vitaminwirkung 586ff. 

— in Wachstumsfaktoren 512. 
Sclerotium apec. in Moorboden 331. 
Scopulariopaia rufulua s. Penicillium 

rufvlua. 

Seewasser, s. Heilschlamm. 
Seidenraupen, Pilzinjektion 90. 
Sektorbildung bei Actinomyces 25. 
^Senecio Fuchsii 226 f. 

Siliciiun und AapergUlua 512. 

Sirex gigaa, C’elluloseabbau im Darm 
(Futter und Kotanalysen) 188f. 

— — , Morphologie des Symbionten 
lllf. 

, Physiologic des Symbionten 

112f. 

— — , PilzsymbioHe 87, 101 ff. 

— phantoma, Celluloseabbau im 
Darm (Futter- imd Kotanalysen) 
188f. 

iSiriciden, (^elluloHoabbau im Dann 

188f. 

— , Pilzsymbiose 85, 87 ff . 

— , Sinn der Symbiose 148. 

Sitodrepa, Pilz -Injektion 90. 

— , Symbiont 90. 

— parUcea, Pi/ainfektion 138. 

— — , PtoymbioHe 86 f., 95, 141 f. 

, symbiontenfrei 136. 

Sodaboden, Vorkommen von Azoto- 

bacter 358 ff., 364. 

Sonnenbestrahlung und B, mycoidea 
in Boden 67. 

Sonnenscheindauer als Bodenfaktor 
229ff. 
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Sphaerotilua in Belebtschlamm 650, 
566ff. 

— natana in Belebtschlamm 667. 

— pa/i/i/04i/s in Belebtschlamm 660 ff. 

( 668 ). 

Sphinx Liguatriy Pilzinjektion 90. 
Spirillum, Bildung wachstumsfordem- 
der Stoffe 4. 

Spirochaeta cytophaga, Entwicklungs- 
geschichte 451, 808ff. 

Spondylia, sporenbildende Hefen als 
Symbionten 113. 

— , Symbiose 138. 

Sporen, Bildimg, EinfluB der Luft- 
bewegung bei Pilzen auf Fleisch 

448. 


— , — , — von Temperatur und Lnft- 
feuchtigkeit bei Pilzen 170ff. 

— , — bei Qranulobacter pectinovorum 
466 ff. 


— , — bei symbiontischen Hefen 107, 
ii8f. 

— , Gehalt an Pakterien- im Boden 
08 ff. 


— , Keimimg bei Qranulobacter pec- 
tinovorum 460 ff., 408 ff. 

— , Zahlimg bei Pilzen 107ff. 

— , ZygOHporenbildung und Vitamin 
bei Phycomyces 610ff., 537. 
Sporoid bei Cytophaga 804 ff. 
Sporotrichum camia auf GefrierfleiHch 
168. 


SproPpilze in Boden des Lunzer Ge- 
bietes 284 ff. 


Staphylococcus aureus, Wachstiun 4. 

— ~ citreus, Wachstiun 4. 

~ pyogenes nlhus, Wachstum 4. 
Staph ylokokkt n 375. 

\ — , EinfluJl auf Injluenzabakterkn 1. 
— , Wachstum 6, 11. 

Starke bei Aspergillus niger 672f. 

— in Blattern 16. 

Stentor polymorphus in Boden 284. 
Sterilisation des Bodens durch Hitze, 
BaJcterientatigkeit 409 ff. 

— , partielle 246ff., 264ff. 

Stiokstoff und Bodenprotozoen 264 ff. 
Stiokstoffbilanz bei Aspergillus oryzae 

611. 

^tkkatoffhinder im Boden 289 ff., 347. 
Stickstoffbindung bei Leguminosen 
14ff. 


Stickstoffbindung in Moorboden 888. 

— und Protozoan 249, 251. 

— bei symbiontischen Hefen llOf., 
135. 

Stickstoff-Ertragsgesetz bei Asper- 
giUus 42ff., 48. 

Stickstoffquelle fiir B. mycoidea 79ff. 

— und Lipoidbildung bei B. prodi- 
giosus 824 ff. 

— fiir symbiontische Hefen 109 f. 

— und Vitaminwirkung 629 ff. 
Stickstoff-Stoffwechsel und Kaliman- 

gel bei Aspergillus 604 ff. 
Stoffwechselprodukte, EinfluiJ auf 
Granulob, pectinovorum 400 f., 409 f. 

— und Vitaminwirkung 688. 
Strahlen, s. auch Rontgenstrahlen, 

Sonnenjicht. 

— , ultravioletteundHefegarung 849 ff. 
— , — , Wirkung auf Actinomyces 20. 
— , — , Wirkung auf Wachstumsfaktor 
502. 

— und Vitaminwirkung 681 f. 
Streptococcus, Verbreitungder Gattung 

im Boden 840. 

— , Wachstum 4. 

— lactis, Variabilitat 881 ff. 

— spec, in Boden 341. 

Streptolhrix comllinus, Wirkung von 

Vitamin B 1 515, 540. 

Stylonychia in Boden 264. 

— mytilus in Boden 284. 

, Ziichtung 287. 

Stysanus stemonitis auf Gefrierfleisch 
‘ 157. 

Sublimat, Wirkung auf Aspergillus 34, 
47 ff. 

Symbiose von Pilzen und holzfressen» 
den Insekten 84 ff. 

, Sinn der Symbiose 186 ff. 

Symplasma 459. 

Syn these und Kaliwirkung 676 ff. 
Tanne 227, 

Tannenholz, Analyse 184, 
Temperatur, Bodenfaktor 228 ff. 

— und Bodenfruchtbarkeit 240 ff., 
264ff. 

— , hohe, Wirkung auf Granulobacter 
pectinovorum 401 f. 

— imd Keimgehalt im Boden 72, 
840, 428f. 
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Temperatur und Lipoidbildung 8181., 
819f. 

— , niedrige und Pilzwaohstum 160 ff. 
— Optimum und ’Maximum bei VcU- 
Jiero^ene^-Gruppe 877 f. 

— , VerAnderlichkeit in der CoU- 
Gruppe durch Erhitzen 880 f. 

— und Vitaminwirkung 580f., 584ff. 
— , Wirkung auf CeUuloeezersetzer 198 f. 
Temperaturregulierung 161. 

Teredo^ Pilzsymbiose 86. 

Termitetif cellulosezersetzende Fla- 

geUaten 86, 118f. 

— , Pilzsymbiose 86. 

Tetropium, sporenbildende Hefen als 
Symbionten 113. 

Thallium imd Bios -Wirkung 526 f. 
Thamnidium chaetocladioides auf Ge- 
frierfleisch 158. 

— elegans auf Gefrierfleisch 157. 
Thecamoeben in Boden 247 ff., 271, 289. 
Thoriiun und Vitaminwirkung 687. 
TiptUiden, Pilzsymbiose 86, 

Toluol zur partiellen Sterilisation des 
Bodens 254 ff. 

Tomaten, Kalimangel imd Zucker- 
gehalt 572. 

Torula-hhnliche Hefe bei Emobius 92. 

— im Darm holzfressender Insekten 
117. 

— , Stickstoffbindung 111. 

— hotryoidea auf Gefrierfleisch 158. 

— rosea. Bios bildend 547. 
Trichoderma lignorum, Wirkung von 

Temperatur imd Luftfeuchtigkeit 
159. 

— spec, in Moorboden 831. 

Trinema in Boden 271 ff, 289. 
Trocknen des Bodens und Bakterien- 

tatigkeit 409 ff. 

TroUius europaeus 227. 
Tropaeolum-Samen, Zellwandabbau 
durch Oxymi/rus 126. 

Trypetiden, Pilzsymbiose 86. 

Trypsin im Insektendarm 123, 128ff. 
Tyrosinase im Insektendarm 124, 180. 
Tschemoseln, Zahl der Bakterien 277. 
TuberkelbaziUen, Lipoide 311. 

Oberschneidung von Ertragskiurven 
45, 48. 


Urease im Insektendarm 124, 180. 
Urotrioha fareki in Boden 284. 

, Ziichtung 298. 

Vaccinium 65f., 74. 

Variabihtkt bei Actinomyces 24H. 

— bei AspergiUtis 570. 

— bei Coli-Aerogenes-Gmppe 880ff., 
489ff. 

VerticiUium in Darminhalt und FraO- 
g&ngen holzfressender Insekten 

116. 

— lateritium auf Gefrierfleisch 158. 

— spec, in Moorboden 331. 
Verwerfimg bei ^cftnomycea-Kolonie 

25. 

Vibrio, Bildung wachstumsfordemder 
Stoffe 4. 

Vitalf&rbung 462. 

Vitamine und Wachstum von Bak- 
terien Iff. 

— , Wirkung auf Phycomyces 502 ff. 
Vitamin B, Wirkung auf Phycomyces 
511 ff. 

— B 1, B 2, B 3, B 4 508. 

VUrina elongata 226. 

Voges-Proskauer -Probe bei Coli-Aero- 

gfenes- Gruppe 874ff., 489 ff. 
Volutin bei Actifwmyceten 28. 

— bei Oranulobacter pectinovorum 
465ff., 468. 

Vorticella in Boden 257, 264. 

— nebulifera in Boden 284. 

Wachstum von Pilzen, Einflufl von 
Temperatur imd FeuchtigkeitlOOff 
Wachstumskurve, s. Zeitertragsgesetz 
Wachstumsfaktoren, Wirkung auJ 
Phycomyces 502 ff. 

Wachstumsstoffe, gebildet durch Mi 
kroorganismen Iff. 

Waldboden, s. auch Hochgebirgs 
boden. 

— , Bakterient8tigkeit xmd Beaktioi 
409 ff. 

— , Bodenatmung, COj-Gehalt de 
Bodenluft, Keimzedil, Humj^ge 
halt usw. 421 ff. 

Wardomyces anomala auf GefirSI 
fleisch 158. 

W&rme, s. Temperatur, 



^achversBdiohnia. 


595 


Waeser, a. auqh Braueteiabwaaaer, 
Belebtachlamm, Heilsohlamm. 

— , Verhalten der Ooli-Aerogenes- 

Gruppe in Leitungswaaser S78£f. 

Waaseigehalt des Bocton und Keim- 
gehalt 72, 282ff., 846, 402ff., 428ff. 

— mid Kohlotis&urebildung 

428ff. 

YOid Protozoen - Wachatum 

248, 255 ff., 287 ff. 

un<j Beaktion 402 ff. 

— von Fleisoh imd Pilzwachstum 
448ff. 

— der Luft und Pilzwachstum auf 
Fleisch 157 ff. 

Wasserstoff und Stiokstoffbindung 15. 

Wasserstoffganmg der Cellulose 186f., 
214ff. 

Wasserstoffionen-Konzentration und 
Azotobacter 858 ff. 

— im Boden und Keimzahl 347, 
280 ff. 

— Keimzahlbeatimmung 

durch 486ff. 

Keimzahlschwankung 

402£f. 

Mycoidea 59£f., 75ff. 

— Protozom 250 ff. 

— und Citronensaureausbeute bei 
AapergUlua 898 ff. 

— im Insektendarm 120. 

— und Lipoidbildung bei B, prodi- 
gioaum 814ff., 820f. 

— und Vitaminwirkung 581. 

— als Wachstumsfaktor 512. 

Weide 227. 

— , Verbreitung von B. mycoidea 60 ff. 

W eideinhohr&r, s. Coaaua, 

Weidenholz, Analyse 182, 184. 

Weinatock 246. 

Wendepunkt im Ertragsgesetz 41. 

Werftkdfer, a. Lymexyloniden, 

Wiese (s. auch Weide) 228. 


Wind, s. auch Luftbewegimg. 

— als Bodenfaktor 229ff. 

WoUkdfer, s. Lagriiden, 

Xeatdbium rufovilloaum, Cellulase im 
Darm 119. 

, Celluloseverdauung im Darm 

Futter- \md Kotanalysen) 130, 
182 ff. 

, Pilzsymbiose 87, 98 f. 

Xylan und symbiontische He fen 110. 
Xylanase, Fehlen bei symbiontischen 
Hefen 111. 

— , Vorkommen im Insektendarm 
121 ff. 

— , — bei Phymatodea 119. 

XyleHnua ater, symbiontenfrei. 

Z5hlung von Bodenmikroorganismen, 
direkt 148ff., 234, 255, 264, 270ff., 
439. 

^ Plattenmethode 234, 486 ff. 

, Verdiinnungsverfahren 

287 ff., 439. 

durch pH’Messung 486ff. 

— von Bakteriensporen 68 ff. 

— von PUzsporen 167 ff. 
Zeitertragsgesetz bei AapergUlus 41 ff. 
Zellkem bei Actinomycea 28 f. 

— , F&rbung 462. 

— bei QrantUohacter pectinovarum 
472ff. 

Zellstruktur, s. Innenstruktur. 
ZUiaten in Boden 249ff., 268ff. 

Zink, EHragsgesetz bei AapergiUtta 
41 ff. 

— , Giftwirkung 50. 

— , notwendig fur Pilze 32, 387. 

— und Vitaminwirkung 512, 586f. 
Zuokergehalt von Bl&ttem 16. 
Zyposporenbildung bei Phycomycea 

und Vitaminwirkung 516ff., 537. 
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Temperatiir und Lipoidbilduiag 
8J9f. 

— , niedrige und Pilzwaohstum 160 ff. 
— Optimiun und -Maximum bei Coli- 
-4erogpewe«-Gruppe 877 f. 

— , Ver&nderlichkeit in der Coli- 
Gruppe durch Erhitzen 880f. 

— und Vitaminwirkung 680f.» 584ff. 
— , Wirkung auf CelluloaezeraetTxr 198 f. 
Temperaturregulienmg 161. 

Teredo^ Pilzsymbiose 86. 

TermUm^ oellulosezersetzende Fla- 

gellaten 86, 118f. 

— , Pilzsymbiose 86. 

Tetropium, sporenbildende Hefen als 
Symbionten 113. 

Thallium imd Bios- Wirkung 526 f. 
Thamnidium chaetocladioides auf Ge- 
frierfleisch 158. 

— elegans auf Gefrierfleisch 157. 
Thecamoeben in Boden 247 ff., 271, 289. 
Thorium und Vitaminwirkung 687. 
Tipuliden, Pilzsymbiose 86. 

Toluol zur partiellen Sterilisation des 
Bodens 254 ff. 

Tomaten, Kalimangel und Zucker- 
gehalt 572. 

TomZa -ahnliche Hefe bei Emobius 92. 

— im Darm holzfressender Insekten 
117. 

— , Stickstoffbindung 111. 

— hotryoidea auf Gefrierfleisch 158. 

— roaea. Bios bildend 547. 
Trichoderma lignorum, Wirkung von 

Temperatur und Luftfeuchtigkeit 
159. 

— apec, in Moorboden 331. 

Trinema in Boden 271 ff, 289. 
Trocknen des Bodens und Bakterien- 

tatigkeit 409 ff. 

Trolliua europaeua 227. 
Tropaeolum-Bamen, Zellwandabbau 
durch Oxymirua 126. 

Trypetideny Pilzsymbiose 86. 

Trypsin im Insektendarm 123, 128 ff. 
Tyrosinase im Insektendaum 124, 180. 
Tschemosem^ Zahl der Bakterien 277. 
TuberkelbazUlm, Lipoide 311. 

fiberschneidung von Ertragskurven 
45, 48. 


Urease im Insektendarm 124, 180. 
Urotricha farcta in Boden 284. 

, Ziichtung 298. 

Vaccinium 65 f., 74. 

VariabilitSt bei Actinomyces 24ff. 

— bei AapergiUua 570. 

— bei Coli-Aerogenea-QrMppe 880ff., 
489ff. 

VerticUlium in Darminhalt und FraO- 
g&ngen holzfressender Insekten 

116. 

— lateritium auf Gefrierfleisch 158. 

— spec, in Moorboden 331. 
Verwerfung bei Actinomyces -Kolome 

25. 

Vibrio, Bildung wachstiunsfordemdei 
Stoffe 4. 

Vitalf&rbung 462. 

Vitamine imd Wachstum von Bak- 
I terien Iff. 

j — , Wirkung auf Phycomycea 502 ff. 
j Vitamin B, Wirkung auf Phycomycea 
I 511 ff. 

— B 1, B 2, B 3, B 4 508. 

Vitrina elongata 226. 
Vogea-Proakauer-Prohe bei Coli-Aero- 

grene^- Gruppe 874 ff., 489ff. 
Volutin bei Actinomyceten 28. 

— bei Oranulobacter pecHnovorum 
465 ff., 468. 

Vorticella in Boden 257, 264. 

— nebulifera in Boden 284. 

Wachstum von Pilzen, Einflufi von 
Temperatur und Feuchtigkeitl60ff . 
Wachstumskurve, s. Zeitertragsgesetz. 
Waehstumsfaktoren, Wirkung auf 
Phycomycea 502 ff. 

Wachstumsstoffe, gebildet durch Mi- 
kroorganismen Iff. 

Waldboden, s. auch Hochgebirgs- 
boden. 

— , Bakterient&tigkeit imd Beaktion 
409ff. 

— , Bodenatmung, C02*Gehalt der 
Bodenluft, Keimzahl, Humi^g^' 
halt usw. 421 ff. % 

Wardomycea anomaly auf Qefri^- 
fleisch 158. 

W&rme, a. Temperatur. 
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Waeser, s. auch Brauereiabwaaser, 
Belebtsohlamm, Heilsohlamm. 

— , Verhalten der OcU^Aerogenea- 
Qruppe in Leitungswasser 878 ff. 

Waesergehalt des Bodenn imd Keim- 
gehalt 72, 282ff., 846, 402f£«, 428ff. 

mid Kohlens&iiFebildtmg 

428ff. 

— und Protozoen - Wachstum 

248, 256ff., 287ff. 

und Reaktion 402 ff. 

— von Fleiflch und Pilzwaohatiun 
448ff. 

- — der Luft und Pilzwachstum auf 
Fleisoh 157 ff. 

Waederstoff tmd Stiokstoffbindung 15. 

Wasserstoffgarung der Cellulose I85f., 
214ff. 

Wasserstoffionen-Konzentration und 
Azotohacter 858 ff. 

— iih Boden und Keimzahl 347, 
280ff. 

— Keimzahl bestimmung 

duroh 486 ff. 

und Keimzahlachwankung 

402ff. 

Mycoidea 59ff., 75 ff. 

-- Protozoen 256 ff. 

— und Citronensaureausbeute bei 
AspergiUue 898 ff. 

- un Insektendarm 120. 

— und Lipoidbildung bei B. prodi- 
giosum 814ff., 820 f. 

— und Vitaminwirkung 581. 

— als Wachstumsfaktor 512. 

Weide 227. 

— , Verbreitung von B. mycoidea 60 ff. 

W eidenbohrefy s. Coasua, 

Weidenholz, Analyse 182, 184. 

Weinatock 246. 

Wendepunkt im Ertragsgesetz 41. 

WerftkdfeTy s. Lymexylomden, 

Wiese (s. auch Weide) 228, 


Wind, s. auch Luftbewegung^ 

— als Bodenfaktor 229ff. 

WoUkdfeTy s. Lagriiden. 

XeatxMum rufovUloaumy OoUulase im 
Darm 119. 

, Celluloseverdauung im Darm 

Futter- imd Kotanalysen) 180, 
182ff. 

, Pilzsymbiose 87, 98f. 

Xylan und symbiontische Hefen 110. 
Xylanase, Fehlen bei symbiontisohen 
Hefen 111. 

— , Vorkommen im Insektendarm 
12lff. 

— , — bei Phymatodea 119. 

Xyletinua ater, symbiontenfrei. 

Zahlung von Bodenmikroorganismen, 
direkt 148ff., 234, 255, 264, 270ff., 
439. 

— — — , Plattenmethode 234, 486ff. 

— — — , Verdiinnungsverfahren 
287 ff., 439. 

— durch pH-Messung 486ff. 

— von Bakteriensporen 68 ff. 

— von Pilzsporen 167 ff. 
Zeitertragsgesetz bei AapergUlm 41 ff. 
Zellkem bei Actinomycea 28 f. 

— , Farbung 462. 

— bei Oranulohncter pectinovorum 
472ff. 

ZeUstruktur, s. Innenstruktur. 
ZiUcUen in Boden 249 ff., 268 ff. 

Zink, Ertragsgesetz bei AapergUlua 
41 ff. 

— , Giftwirkung 50. 

— , notwendig fiir Pilze 32, 387. 

— und Vitaminwirkung 612, 586f. 
Zuckergehalt von Bl&ttem 16. 
Zyposporenbildung bei Phycomycea 

und Vitaminwirkung 516 ff., 637. 
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